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RESUMO 
A Leptospirose é uma doença infecciosa causada por bactérias patogénicas do género 
Leptospira. Ocorre sobretudo nos países em desenvolvimento, em regiões tropicais e 
subtropicais. Nos últimos anos tem-se tornado um problema emergente de Saúde 
Pública, afectando uma grande diversidade de mamíferos (hospedeiros), incluindo os 
humanos. Actualmente observa-se um aumento do número de casos com alterações do 
padrão epidemiológico, assim como o ressurgimento de surtos epidémicos devido a 
alterações climáticas. No entanto, devido aos sintomas inespecíficos, o diagnóstico 
clínico é confundível com outras doenças e o laboratorial é difícil e dispendioso, 
requerendo recursos e técnicos especializados. 
 
Em Angola (Lubango), o diagnóstico laboratorial não é praticado devido à 
indisponibilidade de testes específicos, resultando no desconhecimento da sua 
prevalência. Assim, de modo, a determinar a sero-ocorrência da Leptospirose humana 
em doentes febris assistidos no Hospital Central do Lubango, contribuindo para: i) a 
possível inclusão desta doença no diagnóstico diferencial de doentes com síndromes 
febris indeterminados; e ii) implementar medidas de prevenção e controlo.  
 
Foram analisadas 300 amostras séricas obtidas em igual número de doentes febris que 
recorreram ao referido hospital, no período de Setembro a Dezembro de 2012, aos quais 
também se aplicou um inquérito clínico-epidemiológico. Foi realizada uma avaliação 
serológica usando a técnica de rastreio (MACROLepto), e a técnica de referência 
(Técnica de Aglutinação Microscópica; TAM). Para a análise molecular usou-se a 
Reacção em Cadeia de Polimerase (PCR), em soro utilizando primers baseados no gene 
hap1 (para leptospiras patogénicas). Os produtos amplificados foram sequenciados para 
determinação de espécies genómicas de Leptospira.  
 
A amostra populacional foi constituída por indivíduos do género masculino (111; 37%) 
e (189; 63%) do género feminino. A suspeita clínica de Leptospirose foi confirmada 
serologicamente pela TAM em (120+/300; 40%) dos doentes, e a análise por PCR foi 
positiva em (30+/193; 16%) das amostras analisadas. A sequenciação do DNA obtido 
permitiu identificar três espécies genómicas: L. borgpetersenii, L. interrogans e L. 
kirschneri. 
 
Os participantes no estudo foram distribuídos por grupos etários, e a média de idade foi 
de 30 anos, sendo os grupos (11-20 e 21- 30 anos) os mais representados, e o género 
feminino o mais afectado (61%). As principais manifestações clínicas foram a febre 
(91%), cefaleias (84%) e mialgias (59%). 
 
Em relação as variáveis de risco de infecção por Leptospira spp., verificou-se que a 
ausência de saneamento básico, exposição aos lixos, presença de roedores próximos das 
populações e o consumo de água não tratada, foram as situações mais referidas. O 
contacto com os roedores, seguido dos canídeos, foi referido por 97% e 41% dos 
doentes com resultado positivo. 
Quanto à proveniência, a maioria dos doentes veio de áreas suburbanas.
Resumo 
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No que respeita à ocupação destacaram-se as mulheres camponesas, estudantes e 
domésticas.  
 
Os soros com resultado positivo mostraram reactividade específica para leptospiras de 
19 serogrupos (serovares) com maior destaque, Icterohaemorrhagiae (Copenhageni), 
Hebdomadis, Javanica (Poi) Australis (Bratislava) e Sejroe (Hardjobovis). O título mais 
elevado foi de 1:800 observado para os serovares Copenhageni, Ballum (Arborea), 
Panama e Pyrogenes. 
 
Os resultados obtidos mostraram que a Leptospirose está presente entre os doentes 
febris na província da Huíla, sendo importante incluir esta zoonose no diagnóstico 
diferencial e promover medidas de prevenção e controlo, especialmente nos grupos de 
risco agora identificados.  
 
Palavras-chave: Leptospirose, Ocorrência, TAM, PCR, Lubango-Angola  
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ABSTRACT 
 
Leptospirosis is an infectious disease caused by pathogenic bacteria of the genus 
Leptospira. It occurs mainly in developing countries in tropical and subtropical regions. 
In recent years it has become an emerging public health problem, affecting a wide 
variety of mammals (hosts), including humans. Presently, there is an increasing number 
of cases with different epidemiological pattern, as well as the reemergence of outbreaks 
due to climate changes. However, due to the nonspecific symptoms the clinical 
diagnosis is confused with other pathologies and the laboratory support is difficult and 
expensive, requiring resources and technical expertise. 
 
In Angola (Lubango), the laboratory diagnosis is not performed due to the unavailability 
of specific tests, which results in the lack of disease prevalence knowledge. Thus, in 
order to determine the serological and molecular of human leptospirosis ocurrence was 
in febrile patients attended at the Central Hospital of Lubango, contributing for: i) to 
include this pathology at the differential diagnosis of patients with undetermined febrile 
syndromes; and ii) to implement measures for prevention and control of 
epidemiological risk factors. 
 
We analyzed 300 serum samples obtained from an equivalent number of patients who 
were assisted at the hospital, from September to December 2012, and a clinical and 
epidemiological questionnaire was applied. Serological evaluation was performed, 
using a screening technique (MACROLepto) and the reference technique (Microscopic 
Agglutination Technique; MAT). Molecular analysis was done by Polymerase Chain 
Reaction (PCR), using the primers based on hap1 gene (for pathogenic leptospires). The 
amplified products were sequenced in order to determine the Leptospira genospecies.  
 
The sampling population consisted of male (111; 37%) and (189; 63%) female 
individuals. The clinical suspicion of leptospirosis was confirmed serologically by MAT 
in (120+/300; 40%) of patients, and PCR analysis was positive in (30+/193; 16%) of the 
samples. DNA sequencing allowed identify three genospecies: L. borgpetersenii, L. 
interrogans and L. kirschneri. 
 
The participants in the study were distributed by age groups, with a mean age of 30 
years. The groups (11-20 e 21-30 years) was the most represented and the female 
gender the most affected. Fever (91%), headache (84%) and myalgia (59%), were the 
main clinical manifestations reported. 
 
Regarding to the variables for Leptospira infection, it was found that the lack of 
sanitation, exposure to waste, presence of rodents nearby populations and consumption 
of untreated water, were the situations more mentioned. Contact with rodents followed 
by canine was reported by 97% and 41%, of the positive patients. Regarding to the 
patient’s origin, the majority of them came from suburban areas.  
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In terms of occupation, the highlights were the peasant women, students and the 
household.  
 
Serum samples with positive results showed specific reactivity against leptospires of 19  
serogroups (serovars) namely, Icterohaemorrhagiae (Copenhageni), Hebdomadis, 
Javanica (Poi), Australis (Bratislava) and   Sejroe (Hardjobovis). The highest titer of 
1:800 was observed for Copenhageni, Ballum (Arborea) Panama and Pyrogenes 
serovars.  
 
These results showed that Leptospirosis is present among febrile patients in Huila 
province and it is important now, to include this zoonosis in the differential diagnosis 
and promote the prevention and control measures, especially for identified risk groups. 
 
 
Keywords: Leptospirosis, Ocurrence, MAT, PCR, Lubango-Angola 
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1 
1. INTRODUÇÃO 
 
1.1. Justificação do Tema 
A Leptospirose é uma doença infecciosa, considerada (re)emergente e (re)descoberta, 
com importância zoonótica mundial. É causada por bactérias patogénicas do género 
Leptospira (47,57,78). É ainda considerada uma doença endémica em muitas regiões, cuja 
distribuição está associada a factores ambientais e algumas actividades ocupacionais. A 
maior ocorrência da doença é nas épocas de elevada precipitação                
pluviométrica (48,65,79,84,101). 
Na generalidade mais de 90% das manifestações clínicas são pouco graves e moderadas, 
no entanto, existem formas mais graves cuja frequência de observação tem aumentado 
nos últimos anos (47,58,85). A diversidade inespecífica dos sintomas pode dificultar o 
diagnóstico clínico definitivo, sendo muitas vezes necessário a utilização de testes 
laboratoriais (5,45).  
Os roedores, são reservatórios por excelência de Leptospira spp. (57). Alguns animais 
domésticos e de produção pecuária, em particular canídeos, bovinos, caprinos e suínos, 
são susceptíveis e podem tornar-se portadores crónicos após uma infecção (80,82,99). Os 
reservatórios animais eliminam as bactérias pela urina e contaminam o ambiente (o 
solo, a água e o habitat envolvente). Os animais, incluindo os humanos são infectados 
por contacto directo com a urina de ratos e outros animais portadores de leptospiras ou 
por contacto indirecto, com o ambiente contaminado (38, 58). 
Nas regiões de clima temperado e/ou tropical em que as condições climáticas são 
favoráveis (temperatura moderada e acentuada humidade relativa), o saneamento básico 
é deficitário, e há presença de roedores próximo das populações, assiste-se muitas vezes 
nos centros urbanos a um crescimento populacional desordenado e uma produção de 
lixo sem o devido tratamento, o que proporciona condições favoráveis para a 
proliferação de roedores (principais reservatórios) como referido pela WHO (World 
Health Organization) e a própria International Leptospirosis Society (ILS). Estes 
factores favorecem em tudo a presença e a manutenção das leptospiras no           
ambiente (4,38,44,58,59,79,84).  
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Em África, a ausência do conhecimento sobre a prevalência e a incidência da 
Leptospirose deve-se, por um lado às dificuldades inerentes ao seu diagnóstico, e por 
outro, a Leptospirose, não tem sido definida como uma preocupação prioritária de 
Saúde Pública ou incluída em programas nacionais de prevenção de doenças (48,51, 62, 88, 
89), embora mundialmente seja considerada uma doença de declaração obrigatória (100). 
 Angola é um país de clima tropical e ainda não existem estudos publicados sobre a 
Leptospirose humana e só recentemente se iniciaram os primeiros estudos a nível 
clínico e epidemiológico, no âmbito de mestrados e doutoramentos, em algumas 
províncias tais como Benguela, Huambo e Luanda.  
A província da Huíla (Lubango), sendo uma região com clima favorável, saneamento 
básico e abastecimento de água pouco eficientes, reúne todas as condições para a 
existência e reprodução de roedores, pelo que se admite que a população da referida 
província esteja bastante exposta a estas bactérias presentes no ambiente envolvente. 
Esta constatação foi a principal motivação para a realização da presente investigação, 
concretamente no Hospital Central Dr. António Agostinho Neto. Este hospital é a maior 
Instituição de Saúde da região sul do país acolhendo quase toda a população daquela 
área, e até ao presente, a Leptospirose não está incluída no diagnóstico diferencial dos 
doentes/utentes que ocorrem ao referido Hospital. Sabe-se que esta doença é 
caracterizada pela presença de febre, entre outros sinais e sintomas inespecíficos o que a 
torna facilmente confundível com outras doenças, tais como a Malária. No entanto, 
estas doenças cujos diagnósticos nem sempre se confirmam, persistem nos doentes com 
uma síndrome febril de origem indeterminada. Assim, torna-se pertinente perceber se a 
mesma pode ser uma consequência da infecção por Leptospira spp.  
Com este trabalho, admite-se poder dar um contributo, por pequeno que seja, a esta 
causa e, por conseguinte, informar sobre os resultados do estudo as Autoridades de 
Saúde, locais e nacionais, na certeza de que se poderá melhorar o diagnóstico e 
tratamento de potenciais doentes, acometidos por esta doença. Ao mesmo tempo, 
ajudará na implementação de medidas de saneamento básico que possam contribuir para 
a prevenção da doença, permitindo agilizar o conhecimento de situações análogas 
noutras localidades.  
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1.2. Objectivos 
O objectivo geral deste trabalho foi assim, determinar a sero-ocorrência da Leptospirose 
humana através de um rastreio duma amostra populacional, constituída pelos 
doentes/utentes assistidos no Hospital Central Dr. A. A. Neto (Lubango), com queixas 
compatíveis com Leptospirose, nomeadamente apresentando febre. 
 Objectivos específicos 
1 - Aplicar um inquérito clínico-epidemiológico, a fim de determinar a existência ou 
não de factores de risco para a ocorrência de infecção humana por Leptospira spp.; 
2 - Avaliar a presença de aglutininas anti-Leptospira interrogans (s.l.) e/ou DNA 
leptospírico em soros humanos, através da aplicação de técnicas serológicas e 
moleculares, respectivamente; 
 
3 - Avaliar os factores predisponentes para a ocorrência da infecção por Leptospira spp. 
nas áreas de residência dos doentes, através da avaliação de dados clínico-
epidemiológicos recolhidos nos inquéritos; 
 
4 – Determinar e identificar os serovares patogénicos de Leptospira prevalentes na 
região, para uma futura inclusão da Leptospirose no diagnóstico diferencial de doentes 
que apresentam síndrome febril indeterminada. 
 
1.3. Revisão da Literatura 
1.3.1. Aspectos históricos 
Diversas epidemias com características de uma síndrome infecciosa e ictérica, com 
disfunções renais e hepáticas, foram observadas e descritas até ao final do séc. XIX, 
contudo as causas eram desconhecidas (50). Até então esta síndrome foi descrita e 
conhecida como síndrome de Weil ou Leptospirose, a forma mais grave da Leptospirose 
humana. Esta denominação foi em homenagem a Adolf Weil, médico alemão, que fez 
pela primeira vez a descrição da doença num paciente com icterícia em 1886 em 
Heidelberg (50,99,102). Esta síndrome era semelhante a uma outra que já tinha sido 
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descrita, no Cairo, (Larrey, 1880) e em Paris (Landauzy, 1883) pouco tempo antes, em 
trabalhadores de limpeza de esgotos (38,57,58,59).  
No entanto, o agente responsável pela Leptospirose foi demostrado e descrito, uns anos 
mais tarde, por Stimson em 1907. Este investigador, ao observar os túbulos renais de 
um doente que tinha morrido com icterícia, recorreu a uma coloração de prata (método 
de impregnação argêntica) e notou um aglomerado de microrganismos espiralados, com 
extremidades em forma de gancho, que por se assemelharem a um ponto de 
interrogação lhes atribuiu a designação de Spirochaeta interrogans (50,57,99). 
Infelizmente, esta observação sentinela foi esquecida durante alguns anos (58) uma vez 
que a observação foi feita num doente que tinha como causa da morte a febre-amarela, e 
não a doença de Weil. Todavia, Stimson criou as bases de nomenclatura do agente 
etiológico da Leptospirose (50,99). 
Porém, só em 1914-1915, é que a etiologia da Leptospirose foi confirmada no Japão e 
na Alemanha. Dois médicos japoneses, Inada e Ido, demostraram o modo de infecção 
por espiroquetas, a partir de uma inoculação em cobaios, de sangue de um doente que 
tinha síndrome de Weil, tendo então detectado espiroquetas, que designaram por 
Spirochaeta icterohaemorrhagica japonica (27,28,99). Quase em simultâneo, duas equipas 
de investigadores germânicos, Huebener & Reiter (1915) e Uhlenhuth & Formme 
(1916), também estudaram amostras de sangue de soldados alemães, que padeciam da 
chamada “doença francesa das trincheiras”. Estas amostras de sangue foram inoculadas 
também em cobaios, tendo sido detectadas espiroquetas que foram designadas por 
Spirochaeta nodosa e Spirochaeta icterogenes (27,44,50,99). 
Posteriormente, Noguchi (1917) estabeleceu a designação do género Leptospira, do 
grego, lepto que significa delgado, fino, e spiras que significa novelo espiral (92). 
Em 1917, a referida equipa japonesa (Inada e Ido), descreveu também o papel dos 
roedores como fonte de infecção humana, e como reservatórios silváticos de 
manutenção de leptospiras, o que permitiu um melhor conhecimento e compreensão dos 
fundamentos epidemiológicos (fonte de infecção, modo de transmissão e hospedeiros 
susceptíveis) (33,44,57,58,99). 
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Desde então, sabe-se que os roedores, especialmente os do género Rattus, como por 
exemplo, a ratazana (Rattus norvegicus), sãos os principais reservatórios do agente 
causal da doença de weil ou Leptospirose ictérica sendo possível detectar focos de 
infecção em quase todo mundo, excepto na Antárctida de acordo com Little e 
colaboradores (1986) citado por Vieira, 2006. 
Ao longo da história, outros sinónimos além de “Doença de Weil”, têm sido atribuídos à 
Leptospirose, como por exemplo: ”Febre dos pântanos” (Brasil), ”Icterícia dos 
apanhadores de arroz“ (China); ”Febre outonal“ (Japão); ”Doenças dos tratadores de 
porcos“ (Europa); ”Gripe de trabalhadores de esgotos“ (E.U.A e França) ou ”Doença 
dos ratos“ no Arquipélago dos Açores, entre outras designações (4,31,37,44,71). Por outro 
lado a Leptospirose em animais domésticos e de produção pecuária foi reconhecida 
entre 1852-1958, segundo Hoefer e colaboradores, designaram a doença de “Tyfus 
Febris Nervosa Canum” ocorrida em cães; por sua vez em 1935 Michin & Avinov na 
ex-união Soviética identificaram a infecção por leptospiras nos bovinos designando-a 
como “hemoglobinúria infecciosa aguda” citado por Vieira 2006 (99).  
No continente Africano os primeiros diagnósticos de Leptospirose animal são 
reportados nos meados do século XX, na Argélia por Donatien & Gayot, em 1950, em 
Tunes por Cordier em 1952, e na Somália por Farina e Sobreiro 1960 como referido por 
Vieira 2006 (99).  
1.3.2. Classificação de Leptospira spp. 
A classificação taxonómica das leptospiras é complexa e tem sido controversa entre 
autores (38,58,65,80), sendo a mesma baseada em dois sistemas: convencional (antigénico) 
e molecular. Segundo o sistema convencional, alguns autores consideram que o género 
Leptospira está dividido em dois grupos: leptospiras patogénicas da espécie L. 
interrogans sensu lato (s.l.) e saprófitas da espécie L. biflexa (s.l.)(57,58). Para outros 
autores, o género Leptospira é constituído por três grupos (patogénicas, saprófitas e 
intermédias) (5,80). No entanto, todos se baseiam em agrupamentos, designados 
serogrupos, de acordo com as afinidades antigénicas existentes entre elas (2,38,39,58,65).  
A espécie com maior interesse zoonótico é L. interrogans (s.l.) que inclui mais de 230 
serovares (unidade taxonómica básica) e compreende todas as estirpes patogénicas, 
Introdução 
 
 
6 
 
reunidas em cerca de 23 serogrupos. A espécie L. biflexa (s.l.) agrupa as estirpes 
saprófitas, isoladas no ambiente, estando descritos mais de 60 serovares, reunidos em 38 
serogrupos (35,38,50,58). Cada serovar possui hospedeiros preferenciais, ainda que uma 
espécie animal possa “alojar” um ou mais serovares (5,79).  
A classificação molecular obtida por genotipagem tem vindo a ser descrita, e divide o 
género Leptospira em diversas espécies patogénicas, não patogénicas e também 
espécies intermédias. Esta classificação foi baseada em espécies genómicas que 
apresentam um grau de homologia em hibridação DNA-DNA de 70% e menor de 5% 
de divergência (44,58). Entretanto, a classificação molecular (genotípica) nem sempre é 
concordante com a classificação antigénica (fenotípica), uma vez que existem 
serovares/estirpes pertencentes ao mesmo serogrupo que pertencem a espécies 
genómicas diferentes (45,53,58,87,92). Por sua vez, as espécies intermédias incluem 
serogrupos com características comuns tanto às leptospiras patogénicas como às  
saprófitas, de acordo com as suas características genéticas e com base na sequenciação 
do gene 16S rRNA, sendo que a sua virulência não foi demonstrada    
experimentalmente (45,56,80). 
 
1.3.3. Biologia e morfologia de espiroquetas do género Leptospira  
As bactérias do género Leptospira são espiroquetas móveis, com espiras finas e 
regulares, movimento ondulado e com extremidades encurvadas em gancho, 
características que lhes asseguram uma elevada capacidade invasiva. Têm um 
comprimento de 6-20 µm e um diâmetro de 0,1-0,15 µm, pelo que são apenas visíveis 
em microscopia de fundo escuro (38), (Fig. 1.1). 
 
 
                        
                     
 
 
Figura 1.1 Microfotografia electrónica de Leptospira 
(Adaptado de Adler & de la Peña Moctezuma, 2010). 
In:http://www.med.monash.edu.au/microbiology/staff/adler/ils.html 
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As leptospiras possuem dois filamentos axiais [flagelo (s) periplasmático (s)] com 
inserção polar, que estão localizados no espaço periplasmático (Fig. 1.2) (38,58). 
Apresentam membrana dupla, típica e comum a outras espiroquetas, a membrana 
citoplasmática e a parede celular (peptoglicano) estão associadas, e ainda uma 
membrana externa (21,27). Esta última é constituída por proteínas, lípidos e 
lipolissacáridos (LPS). Os LPS têm grande importância antigénica, com uma 
composição semelhante a outras bactérias Gram negativas embora com menor 
actividade endotóxica (16,56,58). 
 
 
 
 
 
Figura 1.2. Esquematização morfológica, de Leptospira, em corte transversal 
(Adaptado de http:// www.nbi.clm.gov/books/NBK8445/) 
 
As espécies do género Leptospira são caracterizadas por uma motilidade única, com 
rápidas rotações, mantendo sempre as extremidades encurvadas, possibilitando que a 
parte central fique quase fixa originando uma forma em oito [em forma de saca rolha 
(spin)] muito característico (27,31). 
Estas bactérias são morfologicamente muito semelhantes, mas em cultura, alguns 
isolados têm diferenças quanto ao tempo de crescimento, podendo umas aparecerem em 
forma de pequenos grânulos e outras muito compridas (68,86,99). Os antigénios de 
superfície das diferentes espécies de Leptospira, depois de várias subculturas, podem 
perder alguma capacidade infectante (virulência), sendo recuperada quando se faz 
passar a cultura por um modelo animal (ex: hamster) (21,58,71,76). 
As bactérias do género Leptospira são aeróbias obrigatórias, crescem em meio com pH 
entre 6,8-7,4, a uma temperatura de 28-30ºC, ao abrigo da luz e de preferência sob 
Flagelo (s) periplasmático (s) 
Cilindro protoplasmático 
Membrana externa  
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agitação orbital (27,38). Têm ainda como fonte de energia os ácidos gordos de cadeia 
longa (99). 
Quando no ambiente, as condições óptimas de sobrevivência são: humidade elevada, 
temperatura amena, pH neutro ou ligeiramente alcalino e baixo grau de poluição dos 
solos e/ou de águas (28). Em condições desfavoráveis tais como sob a luz solar ou 
hipersalinidade (água do mar), sobrevivem apenas por algumas horas (18-24h), bem 
como quando sujeitas a desinfectantes (ex: lixívia), detergentes comuns (sabão) e 
temperaturas acima de 50ºC (28,32). O período de sobrevivência varia de estirpe para 
estirpe, nas condições óptimas referidas, sendo que umas se podem multiplicar e 
persistir mais tempo do que outras (17). Registos de dados experimentais confirmam a 
viabilidade  de alguns serovares (Pomona e Icterohaemorrhagiae) de 100   até 180 dias 
(19,34,92).  
Do ponto de vista molecular, o género Leptospira, apresenta um genoma constituído por 
dois cromossomas circulares, com cerca de 4700 genes, com 4400 kb, e outro mais 
pequeno com cerca de 350 kb (58). O referido genoma é o maior quando comparado com 
o de outras espiroquetas, como as do género Treponema e Borrelia, o que indica a 
capacidade de adaptação das leptospiras a viverem em diferentes ambientes, de forma 
livre ou parasitando vários animais (reservatórios/hospedeiros) (26,42,90). Assim, é 
importante o conhecimento molecular das espécies de Leptospira, pois não basta só a 
denominação de uma espécie bacteriana, mas também é necessário situá-la do ponto de 
vista ecológico (2,53,58,92). 
 
1.3.4. Meios de cultura 
As leptospiras sendo microrganismos muito sensíveis, exigem meios de culturas 
especiais (5). O seu crescimento é muito variável, podendo crescer em meios isentos de 
proteínas ou enriquecidos. Meios artificiais (líquidos e semi-sólidos) têm sido descritos, 
ao longo do tempo, destacando-se os meios de Fletcher (1928), Korthof (1932) e  Stuart 
(1946) (16,27,38,58). Actualmente, o meio mais usado na rotina de laboratório é o EMJH 
(Ellinghausen e McCullough, modificado por Johnson & Harris) (58,66,68). Este meio 
disponível comercialmente contém albumina de soro bovino (BSA), ácido oleico e 
Tween® 80 (58,99). Algumas estirpes são mais exigentes como já foi referido, podendo 
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crescer em meios suplementados com soro de coelho e/ou piruvato, assim como para o 
seu isolamento (58). Já para amostras clínicas, quando se pretende isolar a bactéria, são 
adicionados ao meio alguns antibióticos como 5-fluorouracil, gentamicina, ácido 
nalidíxico, entre outros, de forma a inibir o crescimento de contaminantes (38,58). 
As culturas de leptospiras devem ser mantidas, pelo menos entre 13 a 26 semanas, para 
se verificar a sua positividade. Em meio líquido crescem entre 7 a 10 dias, atingindo 
neste período, em regra, uma densidade óptima de 108 bactérias/ml (27,58,59). 
Para a preparação dos meios semi-sólidos, é adicionado o agar em baixas 
“concentrações” (0,1 à 0,2 %) a meio líquido, e o crescimento atinge uma densidade 
máxima numa zona discreta, abaixo da superfície do meio de cultura, que o torna cada 
vez mais turvo, à medida que prossegue a incubação. Este crescimento está relacionado 
com a tensão de oxigénio óptimo, sendo conhecido como anel ou disco de              
Dinger (Fig. 1.3) (58,102) 
 
 
 
 
 
 
 
A conservação das culturas de leptospiras a longo prazo pode ser feita através de 
liofilização, congelação (-80ºC) ou criopreservação ou ainda em meio semi-sólido 
durante anos entre outros (2,27,51). 
1.4. Epidemiologia 
1.4.1. Leptospiras e o ambiente 
A Leptospirose é uma zoonose de elevada prevalência entre os animais domésticos, 
silváticos, e humanos (86). Segundo alguns autores, a ocorrência e a persistência de 
Figura 1.3 Cultura em meio 
semi-sólido (formação do anel 
de Dinger) – Cedido por LLBL, 
UEI Microbiol.- IHMT-UNL 
Introdução 
 
 
10 
 
leptospiras no ambiente depende de algumas condições climáticas favoráveis, sendo 
comum em regiões de clima tropical, subtropical e temperado (33,48,93,99). O aumento de 
águas superficiais, solos contaminados, inundações provocadas por chuvas e desastres 
naturais, aumentam o risco da doença (18,78,94,98). Porém, também durante os períodos 
secos, os humanos e animais podem frequentar locais com águas impróprias para o 
consumo, aumentando o risco da infecção; as actividades recreativas também podem 
expor a população a ambientes contaminados (30,73,91,97). 
 
A Leptospirose constitui assim, e como já referido, um problema para a Saúde Pública, 
pois nos últimos anos tem sido uma das zoonoses mais presentes no mundo, com grande 
impacte social, económico e sanitário, sobretudo nas regiões tropicais e subtropicais. A 
presença da Leptospirose em áreas rurais deve-se principalmente às actividades agro-
pecuárias predominantes (10,17, 104), e nas áreas urbanas, está presente em locais com 
saneamento básico inadequado (4,14,22,28,29,84,88).  
Estes factores propiciam a disseminação e a persistência destas bactérias, predispondo o 
contacto dos humanos com os referidos ambientes contaminados o que facilita a 
ocorrência de surtos.  
 
Os estudos epidemiológicos desta doença são complexos devido ao grande número de 
factores que influenciam a sua propagação, o que dificulta o estabelecimento do perfil 
epidemiológico entre diferentes regiões geográficas, além do grande número de 
hospedeiros/reservatórios, que podem estar envolvidos (4,28,33,73). Assim, diferentes 
espécies de Leptospira podem ter hospedeiros de manutenção ou acidentais e estes por 
sua vez eliminam leptospiras pela urina (leptospirúria) para o ambiente de forma 
contínua ou intermitente, contribuindo para manter o respectivo ciclo de 
transmissão(1,33,38,58). 
Como já referido anteriormente, os roedores são portadores crónicos que “alojam” 
leptospiras nos órgãos, preferencialmente nos rins, excretando-as vivas e na forma 
infectante, por longos períodos através da urina, contaminando o ambiente circundante. 
Desta forma, diferentes serovares patogénicos podem infectar diferentes mamíferos 
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como os bovinos, os suínos, ou outros animais de produção pecuária, e também os 
humanos, estabelecendo-se assim o ciclo de transmissão (Fig. 1.4) (42, 58, 65, 92). 
Nos animais domésticos, o cão é conhecido como um potencial hospedeiro/ reservatório 
adaptado, estabelecendo o elo de transmissão entre o rato “portador saudável universal” 
e os humanos. O cão tem assim um papel importante na epidemiologia da Leptospirose 
quer nos países de clima tropical quer temperado (8,10,71,93) 
 
 
Figura 1.4. Ciclo de transmissão de leptospiras patogénicas, reservatórios/hospedeiros 
acidentais (Adaptado de Gonçalves, 2009). 
O Homem é considerado hospedeiro acidental, sendo rara a transmissão de pessoa a 
pessoa (5,74). Contudo, a susceptibilidade humana é geral e a infecção normalmente é por 
serovar – específico, podendo o indivíduo contrair Leptospirose mais de uma vez com o 
mesmo serovar ou com outro diferente daquele do episódio anterior (21,37,58). 
O modo de transmissão das leptospiras pode ser por contacto directo, através dos 
animais infectados (silváticos e domésticos) ou indirecto, através de urina dos 
reservatórios (roedores) e potenciais hospedeiros reservatórios (cães, bovinos), e ainda 
através de ambientes contaminados (8,58,65). 
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  A entrada das leptospiras nos hospedeiros ocorre através das mucosas (nasofaríngea, 
labial, conjuntiva, digestiva e genital) da pele lesionada e até pela pele íntegra, aquando 
da permanência por tempo prolongado, em colecções de águas contaminadas (66,79,100).  
 
1.4.2. Leptospirose humana 
A prevalência da Leptospirose em seres humanos depende de vários factores, 
fundamentalmente da localização geográfica e das condições ecológicas subjacentes aos 
respectivos hospedeiros de manutenção (reservatórios) existentes (72,99). Às condições 
ecológicas estão geralmente associadas, algumas situações de risco ocupacional, 
afectando indivíduos que se dedicam à agricultura e pecuária, veterinários, 
trabalhadores de saneamento básico (esgotos) e outros (28,89,97). Incluem-se ainda nestes 
factores de risco alguns comportamentos e hábitos (lavar roupas e beber água dos 
charcos, riachos que podem estar contaminadas com leptospiras), a realização de certas 
viagens de “aventura”, actividades recreativas como a canoagem (38,42,46,48,104), 
jardinagem, pesca e natação em águas doces (15,58,72,91). 
Ainda no que respeita à infecção humana sabe-se que alguns serogrupos/serovares têm 
sido associados a diferentes reservatórios/hospedeiros, à ocupação profissional e ainda 
às áreas de proveniência/residência da população. Assim por exemplo, o serogrupo 
Canicola aparece associado aos cães, Icterohaemorrhagiae e Ballum aos ratos, e Hardjo 
aos bovinos, entre outros (Tabela 1.1) (8,16,42,48,58,71,98,106).  
 
Tabela 1.1. Reservatórios dos principais serovares de Leptospira spp. a nível mundial 
(Adaptado de Bharti, et al. 2003) 
Reservatórios Serogrupos/Serovares 
Ratazanas Icterohaemorrhagiae, Ballum Arborea, Copenhageni 
Canídeos Canicola, Bratislava 
Bovinos Hardjo, Pomona, Grippotyphosa 
Suínos Pomona, Tarassovi 
Cavalos Bratislava 
Marsúpios Grippotyphosa 
Morcegos Cynopteri, Wolffi, Sejroe 
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De acordo com Faine e colaboradores (1999) a Leptospirose face às condições 
ambientais pode apresentar três padrões epidemiológicos distintos:  
1º- Ocorrência em climas temperados – neste tipo de ocorrência estão geralmente 
envolvidos poucos serovares circulantes, sendo que a infecção humana ocorre quase 
sempre por contacto directo com animais infectados (bovinos, caprinos e outros);  
2º- Ocorrência em regiões tropicais húmidas - existem geralmente muitos serovares que 
infectam os humanos e os animais, e com elevado número de reservatórios (roedores). 
A exposição humana não é limitada pela ocupação profissional, resultando com maior 
frequência da contaminação generalizada do ambiente durante as estações chuvosas; 
 3º- Ocorrência da infecção em ambiente urbano - nestes locais as leptospiras podem ser 
igualmente eliminadas pelos roedores. Apesar desta forma de ocorrência, ser mais 
reduzida na maior parte dos países, pode tornar-se relevante aquando da degradação de 
infra-estruturas por situações de guerra ou desastres naturais (58,78,82).  
Resumindo, o conhecimento da fonte de infecção, dos serovares prevalentes, bem como 
dos hospedeiros envolvidos na Leptospirose é uma estratégia de grande importância que 
deve ser adoptada para o entendimento epidemiológico da doença (31,76,102). 
 
1.4.3. Ocorrência e distribuição Mundial 
Como já referido, a Leptospirose é hoje conhecida e considerada uma zoonose de 
grande importância pela perda socio-económica que envolve a nível mundial. Todos os 
anos são reportados casos da sua ocorrência por diversas instituições e investigadores 
(10,47,84,99). A Leptospirose embora seja uma zoonose com maior ocorrência durante o 
período das chuvas, também são observados e reportados com frequência, casos clínicos 
e epidemiológicos, relacionados com a exposição agrícola, principalmente em países 
tropicais (17,30,35,104). Para Ciceroni e colaboradores (2000) o risco de contrair a doença 
por actividades de lazer está a aumentar em relação à ocupação profissional. 
Vários surtos epidémicos e casos esporádicos têm sido descritos em diversos locais do 
mundo, por exemplo na Europa: França (19), Portugal (30,99), Alemanha (35), Itália (29); 
Estado Unidos de América (73); Brasil (84); Perú (28); Nicarágua (87); na Ásia: Malásia (81), 
entre outros. Estes surtos podem também estar associados à mudança de comportamento 
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humano, às alterações climáticas (ex: EL NIÑO), mudanças na densidade populacional 
de reservatórios animais, entre outros (19,65). De acordo com as estimativas da WHO 
(World Health Organization) e ILS (International Leptospirosis Society) ocorrem no 
mundo cerca de 350.000 a 500.000 casos por ano de Leptospirose, os quais são 
considerados principalmente como doença ocupacional. Estima-se ainda que existem 
mais de 1.700.000 casos graves de Leptospirose em todo o mundo, com maior 
incidência nas populações pobres, de países em desenvolvimento e regiões         
tropicais (19,97). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. 5. Distribuição mundial de Leptospirose humana (Adaptado de Pappas, et al. 2008). 
 
As áreas endémicas estão localizadas principalmente na América Central (Nicarágua, 
Barbados) e do Sul, Caraíbas, bem como no sudeste Asiático (Filipinas) e Oceânia (61,78) 
(Fig. 1.5). Segundo Picardeau e colaboradores (2012), a incidência anual varia de 0,1 a 
1 caso por 100.000 habitantes em climas temperados e é superior a 10-100 casos por 
100.000 habitantes em regiões tropicais. 
Relativamente ao continente africano poucos casos de surtos foram registados, 
principalmente devido a dificuldade de diagnóstico em humanos, sendo por isso a 
doença considerada negligenciada (17,70,88,89). No entanto, existem alguns registos de 
prevalência e surtos esporádicos em países como o Quénia (15,78), a Tanzânia (17), os 
Camarões (89) e a África do Sul (83,88).  
Ausência de dados 
Elevada incidência 
Moderada/ Alta incidência 
Moderada e baixa incidência 
Baixa incidência 
Provável incidência  
(ainda não estimadas) 
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No Gana e na Etiópia, a seroprevalência foi estimada em 33% e 47,66% (104) 
respectivamente, e no Gabão e na Nigéria foi de 15,7% no primeiro e 18% no     
segundo (15). 
E segundo Machangu’ e colaboradores (1997, 2003, 2004) existem mais de 20 
serovares descritos em África (Zaire, Quénia, Marrocos e Gana) (70,104).  
Particularmente em Angola, não foram encontrados registos de surtos, casos clínicos e 
epidemiológicos, nem publicações científicas, mas existem referências de casos 
prevalentes em locais, onde foram realizadas alguns estudos, dos quais se destacam: em 
bovinos na província da Huíla (12), e em humanos nas províncias de Benguela (42); 
Huambo e Luanda (40).  
 
A globalização no contexto de viagens internacionais (turismo) particularmente para 
actividades recreativas (desportos aquáticos) e expedições militares, também potencia a 
doença, em países desenvolvidos (16,29,46,73,78,91,94). 
Um dado importante é que as bactérias do género Leptospira têm sido detectadas 
praticamente em todos os países onde se realizam investigações clínicas e 
epidemiológicas no âmbito da Leptospirose (48). 
 
1.4.4. Importância actual da Leptospirose 
Actualmente a Leptospirose é considerada uma doença ocupacional, atingindo 
diferentes categorias profissionais, como referido no ponto 1.4.2. Contudo, estas 
actividades são praticadas, na sua maioria por pessoas de baixo poder económico, com 
escassez de recursos tecnológicos e equipamento de segurança, expondo-as 
directamente às leptospiras (4,5,51). Como consequência observa-se uma elevada 
incidência de Leptospirose em determinadas áreas, o que leva, para além dos danos pela 
própria doença, a inúmeras perdas de vidas humanas, elevados custos hospitalares e 
perdas de dias de trabalho, do que decorre grandes prejuízos sócio-económicos levando 
à pobreza (4,48,49,60,61,86). 
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1.5. Aspectos clínicos 
Como já referido a Leptospirose é uma doença infecciosa que apresenta manifestações 
clínicas muito variáveis e inespecíficas, com diferentes graus de severidade (57). A 
infecção varia desde assintomática a subclínica podendo no entanto ocasionar quadros 
clínicos leves, moderados ou graves com elevada letalidade (37,58,84). A evolução da 
infecção depende da susceptibilidade do hospedeiro, da quantidade de inóculo e da 
virulência das leptospiras infectantes (23,45), e ainda, dos órgãos ou sistemas        
atingidos (6,28,85). 
Clinicamente a Leptospirose pode ter duas apresentações: a forma anictérica ou a forma 
ictérica (38). Em qualquer uma destas formas é possível delinear duas fases distintas de 
acordo com a evolução da doença, a fase precoce (leptospirémica ou septicémica) e a 
fase tardia (leptospirúrica ou imunológica) (44,58). No entanto, a mais frequente é a 
anictérica (74). As manifestações começam logo após o período de incubação. Após a 
entrada no organismo, as leptospiras são disseminadas pela corrente sanguínea e 
desaparecem gradualmente da circulação, à medida que surgem os anticorpos 
específicos, indo depois “alojar-se” em vários órgãos e tecidos, sendo o rim o órgão de 
eleição (38,58,99,102). O período de incubação varia em média de 7 a 12 dias, embora possa 
variar entre 2 a 20 dias (65,99). 
Forma Anictérica 
Cerca de 90% de casos nesta fase, não têm necessidade de cuidados médicos (73,99),  pois 
curam-se em poucos dias sem deixar sequelas, sendo frequentemente rotulada como 
síndrome gripal (5,30). Contudo existem casos que exigem maior atenção e que se 
traduzem numa taxa de mortalidade inferior a 2%, de acordo com a Organização 
Mundial de Saúde. Como já foi referido esta doença, pode ter uma evolução bifásica 
sendo:  
 A fase leptospirémica ou septicémica que dura cerca de uma semana, na qual os 
sinais e sintomas podem regredir ou evoluir. Esta fase é caracterizada pelo início 
abrupto de febre elevada, calafrios, cefaleias intensas, mialgias, dores abdominais, 
linfodenopatias, anorexia entre outras, seguindo-se o desaparecimento da febre e 
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outros sintomas, após o que inicia a fase imunológica, sendo que a sua resolução 
coincide com o aparecimento de anticorpos específicos (45,99). 
 
 A referida fase imunológica é caracterizada então, pela produção de anticorpos 
anti-Leptospira detectáveis em regra a partir do 5º ao 7º dia de início da doença, 
que fazem com que as leptospiras desapareçam da corrente sanguínea (fenómeno 
de opsonização), indo “alojar-se” em diferentes órgãos (1) sobretudo naquelas que 
têm um particular tropismo, com maior destaque para os rins e em particular para 
os túbulos renais onde poderão ser eliminadas pela urina (58). 
 
Forma Ictérica   
Historicamente, a presença de icterícia tem sido considerada, como critério para 
distinguir as formas moderadas e severas ou fulminantes que constituem a síndrome de 
Weil (99). Clinicamente, é a forma mais severa que evolui de modo progressivo e muitas 
vezes fatal, com taxas de mortalidade estimadas de 5 a 15% (21,58,97) ocorrendo em mais 
de 20% do número total de casos de Leptospirose conhecidos no mundo (102). 
A doença de Weil é uma síndrome multisistémica, caracterizada pelos sintomas de 
disfunção hepática, renal e vascular (hemorragias) (16,38). Porém, nos últimos anos 
aparece frequentemente associada a complicações respiratórias, com formas 
hemorrágicas graves levando à morte (73,99). Durante a fase de leptospirémica os 
sintomas podem ser sugestivos entre o 3º e 7º dia, altura que pode surgir a icterícia (102). 
A presença desta, não implica necessariamente a necrose hepatocelular, pois 
normalmente as células hepáticas voltam ao funcionamento normal após a recuperação 
do doente. No entanto, a icterícia pode ser provocada pela insuficiência renal que 
impede a eliminação da bilirrubina pela urina (17,100). Além das situações já citadas, pode 
haver outras complicações como a hemorragia pulmonar (58) hipotensão, 
hepatoesplenomegália, insuficiência renal (nefrite), uveíte, meningite e até aborto, entre 
outras (58,85,99). 
Importa no entanto referir que as diversas manifestações clínicas associadas à 
Leptospirose humana assemelham-se a outras infecções, provocadas por parasitas, vírus 
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e bactérias, de que são exemplo a malária, hepatite viral, dengue, febre tifóide e outras, 
o que dificulta o seu diagnóstico. 
Em síntese, a fisiopatologia da Leptospirose é caracterizada pelo desenvolvimento de 
vasculite (na fase de leptospirémica), lesões endoteliais e infiltração de células 
inflamatórias.  
 
1.5.1. Diagnóstico  
Normalmente o diagnóstico da Leptospirose deve realizar-se através da confirmação da 
presença do agente ou anticorpos contra ele dirigidos, apoiado em dados 
epidemiológicos e clínicos (3,5,16). 
Os dados epidemiológicos da Leptospirose estão geralmente associados aos factores 
ambientais e ecológicos, bem como a condições de carência socio-económica que 
sustentam a perpetuação do agente etiológico (leptospiras) (30,38). 
O diagnóstico clínico baseia-se então, nesses dados epidemiológicos e nas 
manifestações clínicas (sinais e sintomas), considerando sempre o período de incubação 
da doença e o seu curso bifásico (5,74,89), sendo necessário considerar o diagnóstico 
diferencial com outras doenças que cursam com sintomatologia comum (7,16). 
 Contudo, para determinar a ocorrência de casos de Leptospirose, é indispensável o 
recurso ao diagnóstico laboratorial através de testes bacteriológicos, serológicos e 
moleculares (38), os quais serão referidos com mais detalhe nas próximas páginas. 
1.5.2. Diagnóstico laboratorial 
Em virtude da diversidade inespecífica do quadro clínico da Leptospirose (2) há 
necessidade de recorrer aos testes laboratoriais para confirmação do diagnóstico. Assim, 
os exames laboratoriais, para além de confirmar o agente, permitem compreender 
alguns aspectos epidemiológicos, como o conhecimento dos serovares circulantes numa 
dada região, a fonte de infecção, o modo de transmissão e os potenciais reservatórios, 
dados indispensáveis no contexto da Saúde Pública para a implementação de medidas 
de prevenção e controlo (3,38,42,99). 
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O diagnóstico laboratorial baseia-se na pesquisa do agente causal da doença, que pode 
ser feita, por métodos directos, através de microscópia de fundo escuro, obtenção “in 
vitro” de isolados (cultura), detecção do respectivo DNA (PCR), e ainda por métodos 
indirectos que permitem a detecção de anticorpos específicos anti-Leptospira 
interrogans (s.l.) em circulação (6,38,44,52,68). A escolha dos métodos a utilizar e do 
material biológico, depende da fase evolutiva da infecção (99). Na fase aguda ou 
leptospirémica durante o período febril, as leptospiras podem ser observadas 
directamente no sangue, líquor, ou por cultura em meio apropriado ou ainda, a partir da 
inoculação em animais de laboratório (5,80).  
Pelas dificuldades inerentes à realização de técnicas bacteriológicas, os exames 
serológicos são os mais indicados para o diagnóstico da Leptospirose (27,50) sendo que, 
nos primeiros dias da infecção, a opção útil é a utilização da técnica de PCR, por não 
haver ainda anticorpos em circulação (20,21 24,54,55). 
1.5.3. Métodos Directos 
 Microscopia de fundo escuro 
Várias técnicas são utilizadas para a observação directa de leptospiras. Devido às suas 
diminutas dimensões estas bactérias podem ser visualizadas no material biológico por 
meio de microscopia de fundo escuro (Fig. 1.6), embora para posterior cultura seja, 
necessário cerca de 104 bactérias/ml de inóculo no mínimo (58,80). Este método permite 
um resultado imediato, quando desenvolvido por pessoal especializado. Contudo, o 
método apresenta uma sensibilidade e especificidade baixa (50), requerendo 
microrganismos intactos e de preferência viáveis (2,59). A observação do movimento 
único que caracteriza estes microrganismos assegura um resultado positivo (44), mas o 
método também possui limitações, podendo dar azo a resultados falsos negativos se o 
número de bactérias presentes na amostra for reduzido e não apresentar o referido 
movimento (38,58). 
 
 
 
Figura 1. 6. Visualização de 
Leptospira spp. em 
microscopia de fundo escuro-
fotografia x 200.  
(Adaptado de Carreira, 2009). 
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 Isolamento Bacteriano (Cultura) 
O isolamento por cultura é o método mais sensível, que demostra a presença das 
leptospiras, permitindo assim, a respectiva identificação. Este método é considerado 
“Gold-standard ” para o diagnóstico da Leptospirose (50) embora a cultura necessite de 
várias semanas para se revelar positiva. É um processo demorado com taxas de 
crescimento muito baixas, aliado por vezes a contaminações concomitantes com 
microrganismos de crescimento mais rápido (38,56,63). A par das dificuldades relacionadas 
com a execução desta técnica, a mesma também não é adaptada como técnica de rotina 
(59). Apesar de detectar leptospiras presentes nos tecidos de órgãos como o rim, nos 
fluídos orgânicos como é o caso de amostras de urina (urocultura) ou sangue 
(hemocultura) [99]. 
É de referir que a eficiência deste método depende da ausência de resíduos de 
antibióticos, da reduzida autólise tecidular e de condições óptimas para a conservação 
do material a cultivar, após a colheita, em particular de tecido renal, e no caso de 
amostras de urina, obriga a um procedimento imediato, pois as leptospiras não 
sobrevivem num meio com pH ácido (56,99). 
 
 Amplificação do DNA (PCR) 
A técnica de PCR, [Polymerase, Chain Reaction (= Reacção em Cadeia de Polimerase)] 
tem sido referida, como uma das mais promissoras para o diagnóstico precoce da 
Leptospirose, dada a crescente importância da amplificação do DNA leptospírico em 
particular em situações onde exista atraso ou mesmo ausência da resposta       
imunológica (13,16,24,44,52,55,66,95). 
Esta técnica consiste na amplificação dos fragmentos específicos de DNA de Leptospira 
spp. no material biológico como: soro, sangue, urina, líquor e directamente de tecidos 
(post-mortem) de diferentes órgãos (24,52,67,99). Apesar de ser uma técnica dispendiosa, a 
sua utilização apresenta vantagens desde logo, pela rapidez na obtenção de resultados, 
alta sensibilidade e especificidade que permite amplificar uma quantidade mínima de 
DNA que exista na amostra (6), contribuindo para a detecção do agente logo no início da 
doença ou ainda em caso de surtos epidemiológicos, uma vez que a identificação 
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precoce do agente, possibilita a actuação de procedimentos eficazes no controlo e 
tratamento da respectiva infecção (16,44,56,105). 
 Por outro lado, as dificuldades associadas à realização dos testes serológicos nos 
isolados clínicos têm promovido, a aplicação desta técnica na identificação molecular 
das bactérias como é o caso das leptospiras (92). Com efeito, pode diferenciar entre 
espécies patogénicas e não patogénicas, embora outros estudos são necessários para 
identificação dos serogrupos e os respectivos serovares, e ainda pode ser utilizada em 
doentes que já tenham iniciado o uso de antibiótico (16,80). 
 
1.5.4. Métodos Indirectos 
Devido ao carácter bifásico da Leptospirose, e à limitação de algumas técnicas em 
detectar os anticorpos na fase imune, os métodos indirectos baseiam-se em reacções 
serológicas, como a principal prova do diagnóstico laboratorial, (44). Cada um dos 
métodos apresenta a sua respectiva sensibilidade e especificidade (99). As principais 
técnicas são: técnica de Aglutinação Macroscópica sobre a lâmina, técnica de Enzime-
Linked Immunosorbent Assay (ELISA), ambas utilizadas como rastreio, e a técnica de 
Aglutinação Microscópica (TAM) que é a técnica de referência, preconizada pela OMS, 
até à presente data (99,102). 
 
 Técnica de Aglutinação Macroscópica (MACRO) 
A técnica MACRO é uma das técnicas serológicas usadas para rastreio. Baseia-se na 
observação de reacções de aglutinação visíveis, sobre uma lâmina de vidro ou outro 
suporte quando o soro “problema” reage com o antigénio inactivado (reacção antigénio-
anticorpo) (30,42,44). Os resultados duvidosos (não conclusivos) e positivos devem no 
entanto ser sempre confirmados pela técnica de referência (TAM) [102]. 
As vantagens desta técnica são a sua execução rápida e fácil, permitindo analisar um 
número elevado de amostras, a baixo custo e sem nenhum suporte especializado (42) e, 
comparativamente com a TAM não necessita o uso de antigénios vivos (99). Acrescenta-
se ainda o facto de poder ser implementada em áreas, onde não haja laboratório de 
referência (30,44). A referida técnica apresenta uma sensibilidade na ordem dos 95% e 
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uma especificidade de 93% (44). Porém, pode produzir resultados duvidosos, devido a 
reacções cruzadas entre serovares ou com agentes de outras patologias (27,63)  
 
 Testes Rápidos (Dipstick tests) / Leptospira spp.) 
São testes imunocromatográficos, para a detecção rápida e específica de anticorpos 
(IgM / IgG) para Leptospira interrogans (s.l.) em soro, plasma ou sangue. Semelhante 
ao que acontece com os testes (MACRO, ELISA) os antigénios vêm inactivados e fixos 
em substratos sólidos (7,59). Podendo-se encontrar várias marcas no mercado tais como: 
Lepto Dipstick (SD bioline Leptospira IgM/ IgG), teste Hemaglutinação Indirecta 
(THI), entre outros (11,36,59,102). Estes testes utilizam uma membrana revestida com 
extractos celulares totais ou uma proteína específica usada para capturar os anticorpos 
alvo de leptospiras, quando uma gota de amostra é depositada. A captura de anticorpos 
é visualizada por uma reacção colorimétrica (80).  
Estes testes têm a vantagem em relação à TAM, de dar um resultado rápido sem haver 
necessidade de baterias de culturas vivas (16,69). São práticos e estão disponíveis 
comercialmente e são fácies de realizar na prática laboratorial, principalmente nos 
países em desenvolvimento, os reagentes são estáveis não necessitando de refrigeração 
para a sua conservação (32,99). 
Porém uma das desvantagens destes testes é a sua limitada especificidade, pois não 
abrangem todos os serovares podendo assim, não estarem ajustados para a área onde 
estão a ser usados, uma vez que os serovares circulantes podem variar de região para 
região (80). 
 Técnica ELISA (Enzime-linked immunosorbent assay) 
É uma técnica de rastreio, permite detectar anticorpos IgM, durante a 1ª semana da 
infecção, na fase aguda bem como na detecção tardia de IgG (2,59,80,100,103). Aplica-se 
normalmente em estudos epidemiológicos, para determinar a seroprevalência da 
Leptospirose (103) e apresenta uma execução relativamente simples. Este teste pode ser 
adquirido em kits comerciais ou de preparação “in house”, e para este último, a 
preparação do antigénio e a respectiva fixação ao suporte sólido (placa de 
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microtitulação), deve merecer atenção, para assegurar a eficácia do teste e fiabilidade 
dos resultados (92,99). 
Este teste tem uma sensibilidade de 100%, sendo mesmo superior à observada pela 
técnica de referência (TAM), pois pode detectar mais precocemente a resposta imune, 
possibilitando assim, a correlação entre os resultados e o tempo de infecção, para além 
de poder utilizar também fragmentos bacterianos inactivados, sem necessitar de 
antigénios vivos (7,74,92). No entanto a sua especificidade é baixa comparativamente com 
a da TAM, pois a identificação do serovar não é obtido por este teste. 
 
 Técnica de Aglutinação Microscópica (TAM) 
É a técnica considerada Gold standard, para o diagnóstico da Leptospirose, segundo a 
Organização Mundial de Saúde (OMS), foi desenvolvida por MARTIN & PETIT 
(1918), posteriormente modificada por Borg-Petersenii (30,102), permanece a única 
técnica que permite a identificação presuntiva do serogrupos e da estirpe          
infectante (80,99). 
 É um teste serológico utilizado para detecção de anticorpos anti-Leptospira interrogans 
(s.l.), no soro “problema”. Consiste numa reacção antigénio-anticorpo, utilizando uma 
bateria de antigénios vivos que inclui geralmente entre 18-24 serovares de Leptospira 
interrogans (s.l.), com representação dos principais serogrupos, incluindo o serovar 
(Patoc) de L. biflexa (Tabela 1.2).  
É fundamental incluir pelo menos um serovar isolado localmente, para incrementar a 
sensibilidade do teste (102).  
A reacção dos antigénios e do soro “problema” é traduzida em diferentes tipos de 
aglutinação (102), visíveis apenas em microscópio do fundo escuro (80). O seu princípio 
baseia-se na incubação do soro diluído (soro do doente) com vários serovares/estirpes 
de Leptospira spp.) (102). É realizada em microplaca de fundo plano, utilizando então 
soros diluídos inicialmente numa diluição 1:50 (diluição de rastreio) e posteriormente 
em diluições seriadas ao dobro para os serovares que tenham sido reactivos (30,44,99). 
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Tabela 1.2. Exemplo de uma bateria de referência de serovares de Leptospira spp. 
recomendada para o diagnóstico imunológico de Leptospirose (TAM), (102). 
Serogrupos Serovares Estirpes 
Australis Australis Ballico 
Autumnalis Autumnalis Akiyami A 
Ballum Castellonis Castellón 3 
Bataviae Bataviae Swart 
Canicola Canicola Hond Utrecht IV 
Cynopteri Cynopteri 3522 C 
Grippotyphosa Valbuzzi Valbuzzi 
Hebdomadis Hebdomadis Hebdomadis 
Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae RGA 
Icterohaemorrhagiae Copenhageni M20 
Javanica Poi Poi 
Panama Panama CZ 214 
Pomona Mozdok 5621 
Pyrogenes Pyrogenes Salinem 
Sejroe Sejroe M 84 
Sejroe Wolffi 3705 
Tarassovi Tarassovi Perepeletsin 
Semaranga * Patoc Patoc I 
  *Serogrupo saprófita (L. biflexa s.l.) 
 
Considera-se o resultado positivo quando 50% ou mais das leptospiras estão aglutinadas 
em comparação com as testemunhas (controlo negativo), a partir da diluição mínima de 
1:100 (80,102).  
A utilização e manutenção de uma bateria de referência constituída por culturas vivas 
faz com que a execução da TAM não seja generalizada a todos os laboratórios clínicos 
(58,59). Para além disso outras limitações são conhecidas tais como: a necessidade de 
obter duas amostras séricas distintas, uma colhida na fase aguda da doença e a segunda, 
colhida numa fase mais tardia, de modo a permitir um acompanhamento da cinética dos 
anticorpos específicos, e a sua ineficácia na fase precoce da doença. 
Contudo, apresenta certas vantagens por estabelecer um diagnóstico definitivo com a 
determinação de serogrupos de estirpe infectantes, permitindo assim o conhecimento de 
serovares circulantes na região. Este teste também permite apoiar o clínico sobre a 
evolução do doente, e contribuir para programas de vigilância epidemiológica, 
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reduzindo o impacte da Leptospirose na comunidade (99). No entanto, exige um 
laboratório especializado (de referência) e pessoal técnico bem treinado (99,102).  
A diversidade apresentada por vários serovares demonstra a necessidade de uma 
correcta identificação, uma vez que estes microrganismos têm uma importante 
participação nos episódios das infecções humanas e animais (63). 
Vários autores afirmam que, apesar da existência de várias técnicas laboratoriais para o 
diagnóstico da Leptospirose, a grande maioria apresenta limitações (6). Não existem 
técnicas perfeitas, e suficientemente capazes de analisar, com uma única amostra de 
sangue ou urina, eficientemente e a baixo custo. Salienta-se ainda, que os testes 
disponíveis apresentam diferença na capacidade de detecção da bactéria ou anticorpos 
(67,68). Por exemplo: i) a TAM é usada apenas em laboratórios de referência; ii) o 
isolamento em cultura requer um tempo de incubação longo, o que não permite o 
diagnóstico rápido; iii) a PCR, em amostra de sangue é possível apenas nos primeiros 
dias de evolução da doença. Sendo assim, há necessidade urgente de desenvolver novas 
técnicas sensíveis e específicas, capazes de detectar anticorpos ou antigénios, de forma 
rápida e fácil, nas duas fases evolutivas da doença (68,80,104). 
 
1.6. Tratamento, Medidas de Prevenção e controlo 
1.6.1. Terapêutica 
O tratamento da Leptospirose humana depende da gravidade e da duração dos sintomas. 
Em casos menos graves é apenas sintomáticos, os doentes devem procurar o médico, se 
surgir icterícia (58). A efectividade terapêutica depende do diagnóstico precoce da 
doença, sendo o seu objectivo, controlar a infecção, impedir que se instale e progrida 
para formas mais graves da doença principalmente as que implicam complicações   
renais (45). 
A terapêutica é sobretudo baseada na hidratação e administração de antibióticos (27) e 
algumas medidas de suporte dependentemente da situação. Devido a maior tendência 
em provocar hemorragias é contra-indicado o uso de analgésicos como o Ácido 
Acetilsalicílico AAS (Aspirina®) (64). A eficácia de antibioterapia na Leptospirose 
humana é controversa (74) assim, os antibióticos mais usados são: Doxiciclina, 
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recomendado para a profilaxia, e tratamento de alguns casos menos graves, 
Amoxacilina e Ampicilina para casos moderados, a Penicilina cristalizada entre outros, 
é usada para casos graves (16,45,63). O tratamento de suporte depende da gravidade da 
infecção e da presença de complicações (102).  
A instituição de antibióticos na fase inicial da doença tem apresentado resultados 
satisfatórios (37). 
 
1.6.2. Medidas de Prevenção e Controlo 
 
O perfil epidemiológico da Leptospirose humana está associado a vários factores 
bióticos e geoclimáticos (30) como: a presença de roedores, animais domésticos e 
selvagens, susceptivelmente contaminados; uma ampla variedade de ocupações em 
áreas rurais e urbanas; estações chuvosas com precipitação abundantes (enchentes); e 
também nos países em desenvolvimento com condições de infra-estruturas inadequadas 
e com saneamento precário (16,38,58,80).  
 
Neste contexto é útil que adoptem programas de vigilância epidemiológica como: i) 
prevenção e controlo animal (vacinação dos mais susceptíveis) [5,84]; ii) controlo das 
populações de roedores (desratização) [48,93]; iii) vacinação e quimioprofilaxia dos 
grupos de risco [45]; iv) drenagem e esgotos em áreas alagadas; v) higiene e saneamento, 
bem como o uso de equipamentos e materiais de protecção [73]; vi) e melhores condições 
de habitação para as populações [4,22,51,82]. A presença de detergentes, também reduz a 
persistência da bactéria, uma vez que ela é inibida em baixas concentrações (82) tudo isto 
contribui de certa forma para a redução de casos associados a estes factores (58).  
 
Alguns autores consideram a quimioprofilaxia com Doxiciclina adequada à prevenção 
pré e pós exposição de indivíduos sob risco por um determinado período, 
principalmente para viajantes em áreas endémicas (16, 45, 64, 74). 
 
Introdução 
 
27 
 
Em conclusão e de acordo com vários autores, podemos dizer que o controlo e 
prevenção da Leptospirose visa sobre tudo as acções que contribuem para: i) a 
diminuição de leptospiras presentes no ambiente; ii) a identificação e eliminação de 
factores que ampliam a sobrevivência do agente, e iii) sem esquecer o esclarecimento da 
população sobre a doença, através das acções educativas sobretudo nos grupos 
considerados de risco. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 
 
2.1. População alvo e selecção da amostra 
2.1.1. Local do estudo 
O presente estudo foi realizado no Hospital Central Dr. António Agostinho Neto, 
situado no Município do Lubango, Província da Huíla – Angola. 
O Lubango, capital de província, situa-se ao sul do País, numa região de clima tropical 
e temperado, encontra-se rodeada de montanhas. Possui uma altitude de 1.774 metros 
acima do nível do mar, e compreende uma extensão territorial de 3.140 km2. O clima 
apresenta dois períodos de chuva, um período curto (Outubro a Dezembro), outro 
longo (Janeiro a Abril) e um Inverno “cacimbo ” (seco). A cidade do Lubango é 
classificada como uma área urbana e suburbana, (Figura 2.1 A e B).  
 
 
 
 
 
 
 
Lubango 
Figura 2.1 A - Imagem aérea da cidade do Lubango (Adaptado de Erik kritensem, 2007); 
in  http://pt.wikipedia.org/wiki/Ficheiro:Lubango.jpg (Acedido em 13-05-2013) 
B - Mapa da província da Huíla com destaque para a região do Lubango. (Adaptado de 
agencia angola press, 2008) in 
http://www.portalangop.co.ao/provincias/provincia.jsp?title=Huíla&module=dc348acb-
2d31-4edb-848c-cc5e39541 (Acedido em 13-05-2013). 
 
A B 
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Lubango, apesar de ter sido concebida para uma população de 318 mil habitantes, 
actualmente a mesma é estimada em cerca de 1 milhão de habitantes, de acordo com o 
censo piloto estatístico provincial de 2011, sendo a agro-pecuária actividade 
predominante. 
O Hospital Central é uma instituição pública de referência, com uma capacidade de 
520 camas. Possui uma média de atendimento mensal em Consultas Externas e Banco 
de Urgência, de 17.143 doentes de várias patologias, sendo a malária a mais frequente 
com uma média de 1.519 casos mês e 22 óbitos, de acordo com dados recolhidos da 
secção de estatística do referido Hospital. 
 
2.1.2. Amostragem e critérios de inclusão 
A população alvo do estudo foi constituída por um total de 300 doentes, dos quais 111 
(37%) homens e 189 (63%) mulheres (Fig. 2.2). Do ponto de vista etário 240 dos 
doentes tinham acima de 14 anos e 60 (20%) crianças (0-14 anos). Todos atendidos no 
Banco de Urgência, Consultas Externas e Serviços de internamento em Medicina 
Clínica pediátrica e de adultos, do Hospital acima referido, no período de Setembro a 
Dezembro de 2012. 
 
111(37%)
189(63%)
Masculino
Feminino
Figura 2.2. Representação gráfica da distribuição dos doentes (N=300) por género  
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A selecção da amostra teve por base três critérios:  
I) Doentes que apresentavam principalmente febre de início súbito, cefaleias, 
mialgias independentemente de outros sintomas de causa desconhecida; 
II) Doentes febris internados ou não, com diagnóstico clínico de malária, mas 
com gota espessa negativa (teste de malária); 
 
III) Doentes internados que apresentaram outros (diagnósticos clínicos) 
compatíveis com da Leptospirose, como hepatite, insuficiência renal, febre 
tifóide; meningite, hemoptises, e outros. 
 
O estudo foi conduzido após a aprovação do Conselho de Ética do Instituto de Higiene e 
Medicina Tropical, (Anexo I) e do Comité de Ética de saúde de Angola (Anexo Ia) 
Foi também preparado uma Declaração de Consentimento Informado, para garantir a 
participação voluntária dos doentes no estudo. A informação prévia sobre a 
Leptospirose, foi dada aos doentes, devidamente elaborada e explicada, e no caso de 
menores ou incapacitados, aos seus familiares, (Anexo II e IIa). Contudo, só foram 
feitas as colheitas após a aceitação e assinatura dos mesmos (Fig. 2.3 A). No entanto, a 
informação sobre o estudo e os seus objectivos foi transmitida de forma individual, 
dando sempre a possibilidade do doente poder recusar caso o entendesse, além de que 
foi garantindo o anonimato do mesmo. 
 
2.1.3. Recolha de amostras e dados clínicos-epidemiológicos 
Inquérito Clínico-epidemiológico 
Os dados dos doentes foram recolhidos através de uma ficha de inquérito (Anexo III), 
previamente codificada para posterior cruzamento de informação sobre os aspectos 
epidemiológicos e clínicos da população alvo tais como: a proveniência/residência; 
ocupação profissional; práticas e atitudes face ao risco de exposição às leptospiras 
(contacto com roedores/ hospedeiros potenciais nas residências ou próximo delas; 
consumo/contacto de água não tratada, viagens e outras situações; saneamento básico; 
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além da idade, género, bem como as respectivas manifestações clínicas e início dos 
sinais e sintomas.  
É de salientar que cada inquérito foi devidamente identificado com o número atribuído a 
cada doente. 
Uma vez que a colheita de amostras foi realizada em três serviços diferentes, (Banco de 
Urgência, Consultas Externas e Internamento) como já referido, sendo a autora a 
executora e mentora principal, (Fig. 2.3 B) foi necessário estabelecer uma escala de 15 
dias por cada serviço. Entretanto, as colheitas nas Consultas Externas e Serviço de 
Internamento foram feitas das 6 às 8 horas da manhã, antes da administração terapêutica 
e do pequeno-almoço dos doentes. Todavia, após a nossa identificação e a obtenção do 
consentimento do doente era realizado o inquérito, seguindo-se a punção venosa. Já 
para os doentes do Serviço de Urgência o procedimento foi o mesmo, embora sem 
horário definido para as colheitas, apenas aguardando a ocorrência dos mesmos ao 
referido Serviço. 
 
Os dados clínicos dos doentes internados também foram obtidos através da observação 
e consulta de processos de internamento.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.3 A - Assinatura da Declaração de Consentimento; B - Colheita de sangue a doente 
internada nos serviços de Medicina do HC (Setembro 2012) (fotos originais da autora). 
A B 
  
EGEN, 2012 EGEN, 2012 
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 Obtenção de amostras séricas  
O soro foi obtido a partir de uma amostra de sangue, colhida por punção venosa e/ou de 
artérias superficiais, numa quantidade de 4-5 ml, observando sempre os procedimentos 
e técnicas de assépsia. Em seguida o sangue era colocado num tubo de centrífuga de 
vidro (10 ml) devidamente esterilizado, identificado com o número do doente 
correspondente ao número do inquérito e do consentimento informado; cada amostra de 
sangue colhida, após coagulação, foi centrifugada para separação do soro, utilizando-se 
uma centrífuga (Fisher scientic model 228,2000Park lane, Pittsburg.PA 15275) a 1.500 
rpm durante 8 - 10 minutos.  
Após a centrifugação, com auxílio de uma pipeta de Pasteur estéril o soro era decantado 
e acondicionado em microtubos de plásticos de 1,5ml (Eppendorf®) devidamente 
aliquotados, etiquetados e identificados tal como era feito para os tubos de centrífuga, 
estes tubos eram colocados em suportes específicos para conservação e transporte 
selados com Parafilm® e armazenados de acordo com a literatura, à temperatura de -
20ºC (37). As amostras foram transportadas em recipientes isotérmicos, com gelo seco 
até ao Laboratório de Leptospirose e Borreliose de Lyme (Laboratório de referência) 
(L&LB), do Instituto de Higiene e Medicina Tropical – Universidade Nova de Lisboa 
(IHMT- UNL), Portugal, onde foi desenvolvida toda a componente laboratorial do 
presente estudo. 
 
 Testes e procedimentos laboratoriais  
            (Laboratório de Leptospirose e Borreliose de Lyme, IHMT, UNL) 
O soro da população alvo devidamente identificado e conservado foi submetido aos 
testes MACROLepto, Dipstick Lepto (kit comercial), TAM, e PCR. Numa 1ª fase o 
critério para a escolha do teste a realizar foi o número de dias de evolução dos sintomas 
(Tabela 2.1). 
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Tabela 2.1. Distribuição de amostras de acordo com as técnicas realizadas versus dias 
de evolução da doença. 
 
Testes Realizados Nº de amostras analisadas Nº de dias de evolução da doença 
MACROLepto 300 Todos foram rastreados 
Dipstick Lepto  75 > 4 e < 10 dias 
TAM 300 > 6 dias + NEG/ PCR, POS e NC/ Macro  
PCR 193 ≤ 7 dias 
 
2.2. Testes Serológicos 
2.2.1. Teste de Aglutinação Macroscópica (MACROLepto) 
No laboratório fez-se a pesquisa de anticorpos anti-Leptospira interrogans, começando 
com o teste de rastreio MACROLepto, sobre lâmina, (Fig.2.4) cujo procedimento se 
descreve no (Anexo IV) 
 
 
 
 
Figura 2.4. Representação esquemática do teste sorológico de rastreio da Leptospirose: Técnica 
de Aglutinação Macroscópica sobre lâmina (MACROLepto) (Adaptado de Gonçalves, 2009). 
 
 
Positivo Duvidoso Negativo 
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O teste foi realizado com antigénio inactivado previamente preparado, com base em 
leptospiras pertencentes ao serogrupo/serovar Ballum Arborea de L. interrogans da 
bateria de referência existente no Laboratório de Leptospirose e Borreliose de Lyme da 
Unidade de Ensino e Investigação (UEI) de Microbiologia Médica do IHMT.  
Este antigénio foi testado em soros humanos com resultado positivo e negativo 
previamente conhecido para Leptospirose e usados para verificar a reactividade, dos 
antigénios comparando a reacção de aglutininas anti- L. interrogans (20, 102). Este teste 
permite obter um resultado em aproximadamente quatro minutos. 
 
2.2.2. Teste Rápido (SD Bioline Leptospira IgM/ IgG) 
Para comparar a especificidade e sensibilidade do teste de rastreio (preparação “in 
house” e os comercialmente disponíveis) foram seleccionadas 75 amostras submetidas 
ao teste Dipstick Lepto (SD Bioline Leptospira IgM/ IgG). Estas amostras tiveram 
inicialmente com resultado positivo e não conclusivo na MACROLepto e 
correspondiam a doentes já referidos com evolução entre os quatro e os dez dias (> 4 e 
<10 dias), febris e sem terem feito uso de antibióticos. O teste SD Bioline Leptospira 
IgM/ IgG é um ensaio imunocromatográfico, sendo um teste de aplicação laboratorial 
rápida e simples. 
 
Procedimento 
Após a homogeneização (vortex) do soro, e com auxílio de uma micropipeta de 5µl, 
colocou-se o soro no primeiro compartimento da placa ou substrato devidamente 
identificada, com o número da amostra do doente, após o que se colocam quatro gotas 
de solução antigénica no segundo compartimento, e depois de 20 minutos interpretam-
se os resultados (Fig. 2.5). 
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Figura 2.5. Imagem de teste Dipstick Lepto (SD Bioline Leptospira IgM/ IgG.  
                   (foto original da autora) 
 
 
 
        
 
 
 
 
 
2.2.3. Teste de Aglutinação Microscópica (TAM) 
A TAM, técnica de referência, foi realizada utilizando uma bateria de referência 
existente no laboratório, constituída por antigénios vivos, cada um dos quais com uma 
densidade de 108 bactérias/ml, mantidas em EMJH, incluindo 24 serovares pertencentes 
a 16 serogrupos de L. interrogans (Anexo V), e ainda o serovar Patoc, como 
representante da espécie saprófita L. biflexa. A observação dos testes (placas) foi feita 
em microscópio do fundo escuro (Fig.2.6). 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.6. Observação no microscópio de fundo escuro das placas 
utilizadas na TAM com os soros dos doentes estudados. (foto original da 
autora). 
EGEN, 2013 
       EGEN, 2013 
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Para o efeito foram estabelecidos dois grupos de amostras, estudadas por fase de 
evolução: 
 O 1º lote de amostras de soro foi seleccionado tendo em conta o número de 
dias de evolução da doença; 
 
 O 2º grupo foi constituído por amostras de soro, teoricamente consideradas 
negativas em diagnóstico molecular (PCR) e com resultado positivo e não 
conclusivo no teste MACROLepto. 
Por sua vez, o teste foi realizado em duas etapas: 
 1ª Etapa - os soros foram analisadas numa diluição de rastreio de 1:50, para 
determinar os serovares reactivos. Sendo os soros considerados reactivos os 
que evidenciaram pelo menos 50% de leptospiras aglutinadas.   
 
 2ª Etapa - os soros foram submetidos a diluições seriadas ao dobro para 
determinar o título correspondente à diluição final para os antigénios reactivos 
(1ª etapa), permitindo então a definição e fixação dos resultados (títulos). 
 
A seropositividade foi estabelecida de acordo com os critérios preconizados pela 
OMS/ILS, onde o limiar positivo está fixado num título igual ou superior a 1:100, com 
qualquer um dos antigénios reactivos de L. interrogans, para as áreas conhecidas como 
não endémicas (38). No entanto, neste caso, como não se conhecia a seroprevalência da 
Leptospirose na região do Lubango e este ser um estudo de rastreio não foi possível 
obter a 2ª amostra para poder cumprir com as exigências da TAM, e confirmar os 
resultados através da cinética dos anticorpos. Todavia foram consideradas positivas as 
amostras cuja reacção mostrou um título igual ou superior a 1:100. A descrição da 
técnica é apresentada no Anexo V. 
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2.3. Testes Moleculares 
2.3.1. Extracção de DNA em amostras de soro 
A extracção de DNA das amostras de soro em estudo, foi realizada através do kit 
“Citogene® DNA Cell and Tissue”, comercializado pela Citomed, de acordo com as 
recomendações do fabricante e adaptado pelo laboratório, cuja descrição está em 
anexo (Anexo VI).  
Inicialmente só se consideraram os soros de doentes com um a sete (1 - 7) dias de 
evolução. Posteriormente, foram também seleccionadas algumas amostras com 
resultado negativo pela TAM, cujos doentes haviam mostrado terem tido exposição ao 
risco de Leptospirose antes da colheita. As amostras (templates) foram conservadas sob 
refrigeração a 4ºC até análise posterior pela PCR. 
 
2.3.2. Amplificação de DNA (PCR) 
Muito do sucesso da técnica da PCR está no rigor da selecção e preparação das 
sequências oligonucleotidicas iniciadores (primers) e, consequentemente, pela 
respectiva homologia com o DNA alvo (6, 30).  
Para amplificação do DNA leptospírico foram utilizados os primers hap1 cujas 
sequências oligonucleotídicas foram desenhadas a partir do respectivo gene 
(hemolysis-associated proteine1), que codifica a proteína de superfície associada à 
hemólise e é específico das leptospiras patogénicas (21,56). As sequências foram assim 
obtidas do serovar Pomona, amplificando um fragmento de 262pb de acordo com 
Leon e colaboradores 2006 (56) (Tabela 2.2).  
Tabela 2.2. Primers hap1 usado na amplificação do DNA. 
Gene Primers Sequências nucleotídicas 
 
Tamanho do fragmento 
(pb) 
hap1 
Forward 5´-GCAAGCATTACCGCTTGTGG - 3´ 
262 pb 
Reverse 5´-TGTTGGGGAAATCATACGAAC-3´ 
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Antes de se realizar o teste de PCR foi determinada a especificidade e a sensibilidade 
dos referidos primers.  
Assim, para a determinação da especificidade foram utilizadas amostras de DNA 
extraído de microrganismos distintos previamente conhecidos e representantes de 
outros géneros de espiroquetídeos como Borrelia burgdorferi sensu lato e Treponema 
pallidum, além de leptospiras pertencentes aos serogrupos/estirpes (Ballum, 
Icterohaemorrhagiae/RGA de L. interrogans, Patoc de L. biflexa e  ainda de L. inadai 
(espécie considerada intermédia entre as patogénicas e as saprófitas). Foi também 
incluída uma amostra de água autoclavada como controlo negativo. 
 
Para o teste de sensibilidade usou-se como molde DNA extraído de culturas vivas dos 
serovares/estirpes RGA, Canicola entre outros de L. interrogans com uma densidade 
de 108 bactérias /ml em nove diluições seriadas de base 10, até 1 bactéria/ ml, 
quantificação também realizada no equipamento NanoDrop® da Termo            
Scientific 1000, para ver a absorvência, concentração e pureza do DNA obtido. 
 
Determinada a sensibilidade e especificidade dos “primers” e tendo-se verificado que 
os mesmos estavam em condições de utilização, procedeu-se à amplificação do DNA 
das amostras em estudo. Para a reacção de amplificação foi realizada uma mix 
(mistura) com o volume final de 25µl com componentes indicados na Tabela 2.3.  
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Tabela 2.3. Descrição dos componentes usados na mix para a PCR 
Componentes da “Mix” Volume (µl) 
H2O autoclavada 18,05 
Buffer (10x)  2,5 
MgCl2 (50mM)  1,0 
DNTP`S (100 mM)   0,25 
Primer Foward (5U)  0,5 
Primer Reverse (5U)  0,5 
Taq polimerase (Bioline®)  0,2 
Template (2 µl de DNA)  2,0 
 
Utilizou-se um termociclador (Mycycler BioRad®) (Fig.2.7) programado com as 
condições descritas no protocolo utilizado (Tabela 2.4). 
 
 
 
 
             
    
  
 
 
Figura 2.7. Execução da PCR no termociclador utilizado para 
amplificação de DNA leptospírico (foto original da autora) 
EGEN, 2013 
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Tabela 2.4. Descrição das condições de amplificação do DNA leptospírico. 
Fases de amplificação Temperatura Tempo Ciclos 
Desnaturação inicial 94ºC 5 min 
45x 
Desnaturação 94ºC 15seg 
Emparelhamento 56ºC 35 seg 
Extensão 72ºC 40 seg 
Extensão final 72ºC 10 min 1x 
 
 
Para assegurar a eficiência do teste e a fiabilidade dos resultados, utilizou-se DNA 
extraído de culturas de alguns serovares de L. interrogans que foram usadas como 
controlo positivo e a água autoclavada como controlo negativo. 
 
2.3.3. Visualização dos produtos amplificados/ DNA de Leptospira spp. 
 
A visualização dos produtos amplificados foi realizada por electroforese em gel de 
agarose a 2%, corado com red safe®. Foi aplicada uma corrente eléctrica de 120 volts 
durante 45 minutos conforme recomendado pelo protocolo. 
Procedimento: preparou-se o gel por dissolução de 2,0 gramas de agarose pura 
(Bioline®), em 100 ml de tampão TAE 1x (0,04 M Tris-HCl; pH 8,0; 0,002 EDTA; 
0,02 Molares de acetato de sódio) Sigma-Aldrech®, ao qual se adicionaram 2µl de red 
safe®. Após a polimerização, o gel foi colocado na tina de electroforese com o tampão, 
TAE 1x; aplicou-se no gel um volume de 6µl do produto de PCR, de cada amostra, 
incluindo os controlos (negativo e positivo) aos quais foram adicionados previamente 
2µl de loading buffer Bioline®. Foi usado um marcador de DNA de 100 pares de bases 
(pb) BioRad®, para identificação, e comparação da dimensão do(s) fragmento(s) 
amplificado(s). Estes foram comparados com os controlos positivo e negativo (27). 
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Tampão TAE (10 X): utilizado como solução “stock” para preparar o tampão de 
corrida na electroforese em gel de agarose, que também se usou para dissolver os 
reagentes já referidos, e diluído para a concentração de 1x TAE. 
 
 
Loading buffer: utilizado na preparação das amostras a aplicar em gel de agarose. Esta 
solução facilita também a sua aplicação, minimizando a possibilidade de danificar os 
poços e estabilizando o DNA dentro dos mesmos (44). 
No gel, os produtos da PCR foram visualizados sob luz ultravioleta (UV), cuja captura 
de imagem e análise foi feita num equipamento Dolphim 1D gel Ima. Analisis 
Software (Wealtec®) próprio para o efeito.  
 
2.3.4. Sequenciação do produto amplificado (DNA) 
 
As amostras amplificadas consideradas positivas na PCR foram enviadas à empresa 
Stabvida® (Portugal) para sequenciação a fim de se identificar a(s) espécie(s) de 
Leptospira e respectivos serovares presente(s) nas mesmas, através da comparação por 
“BLAST” (Basic Local Alignment Search Tool) com sequências depositadas no 
GenBank® para determinação da homologia entre elas. 
2.4. Análise e tratamento de dados  
Foi construída uma base de dados informática no programa Access 2000, Microsoft® 
com dados clínicos-epidemiológicos da população alvo do estudo, recolhidos nos 
inquéritos, permitindo assim a escolha dos testes laboratoriais a realizar posteriormente 
e o respectivo tratamento estatístico, tendo sido utilizado o programa Primer of 
biostatistic, version 3.02 de Mc Graw-Hill. 
Foi calculado o Risco Relativo (RR), que é uma medida de efeito, com base na razão 
da ocorrência de determinada doença, que estabelece uma indicação de quantas vezes 
maior é o risco dessa ocorrer entre a população exposta, comparativamente à 
população não exposta a um determinado factor de risco. É definida como a razão 
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entre a incidência da doença no grupo dos expostos (Ie) e a incidência no grupo dos 
não expostos (Ine) de acordo com a seguinte descrição:  
 Doentes Não doentes 
Expostos  a b 
Não expostos c d 
 
 
                                                  𝑅𝑅 =  
𝐼𝑒
𝐼𝑛𝑒
=  
𝑐/(𝑐𝑑)
𝑎/(𝑎𝑏)
   
Usou-se também o teste de Qui-quadrado (χ2) para comparar variáveis qualitativas, 
adoptando-se o nível de significância de 0, 05 (p<0,05).  
Para a determinação da concordância entre os diversos testes laboratoriais foi aplicado 
o teste estatístico “kappa” (K), referido por Garcia (42). Este teste é uma medida 
decimal que evidência a concordância existente entre dois testes distintos, cuja 
fórmula se apresenta abaixo. 
 
  Teste de referência 
  Positivo Negativo 
Teste em Positivo a b 
Avaliação Negativo c d 
   
                         a – verdadeiros positivos; b – falsos positivos 
                         c – falsos negativos; d – verdadeiros negativos 
 
 
        K= (a+d – P) / (1 – P) em que P= (a+b)(a+c)+(c+d)(b+d) 
Um valor igual ou superior a 0,81 corresponde a uma concordância favorável entre 
o(s) teste(s) em avaliação. 
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3. RESULTADOS 
 
3.1. População alvo 
3.1.1. Caracterização da população estudada (amostras) 
Para o rastreio serológico e molecular proposto no presente trabalho foram obtidas 
(N=300) amostras séricas, de uma população heterogénea constituída por homens, 
mulheres e crianças, tendo a variável ‘idade’ sido distribuída por faixas etárias         
(Fig. 3.1.A), para a caracterização da população na área de estudo. 
 
Figura 3.1.A Representação gráfica da distribuição da população estudada [(doentes); 
N=300] por faixa etária 
 
Da análise da presente distribuição por idade, ressalta uma distribuição bastante 
homogénea dos doentes, sendo as faixas correspondentes à idade activa (21 – 60 anos) 
representativas, no seu conjunto, de mais de metade do total da amostra (155; 51,6%) 
(Fig. 3.1.A). As crianças e jovens (0 aos 20 anos) corresponderam a 108 doentes (36%) 
da amostra. No que respeita ao género, foi o feminino que apresentou a maior 
frequência (63%) (Fig. 3.1.B). 
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3.1.2. Aspectos epidemiológicos quanto ao tipo de risco de exposição à 
infecção 
Relativamente aos aspectos considerados de risco de infecção por leptospiras, foram 
analisados os seguintes parâmetros: i) área de proveniência/residência; ii) ocupação 
profissional; iii) contacto com roedores ou potenciais hospedeiros; iv) contacto/consumo 
de água não tratada, viagens e outras situações; e v) existência/ausência de saneamento 
básico. 
i) Área de proveniência/residência 
Para uma melhor avaliação dos resultados na população estudada, de acordo com a 
proveniência/residência face ao risco de infecção por Leptospira spp. os doentes foram 
integrados em três grupos:  
 Doentes provenientes ou residentes dentro da cidade do Lubango (área urbana e 
suburbana); 
 Doentes provenientes de alguns municípios da província de Huíla; 
 Doentes provenientes de outras províncias do país. 
Em relação à área de proveniência/residência dos doentes que integraram o estudo 
(N=300), verificou-se que a área suburbana foi a mais representada com (n=152; 
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  Figura 3.1. B Representação gráfica da distribuição de doentes (N=300) de acordo com a 
faixa etária versus género. 
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50,7%) do total de doentes (Fig. 3.2.). Ainda no mesmo gráfico verificou-se que (n=36; 
12%) dos doentes foram oriundos de outros municípios e (4,3%) vieram de outras 
províncias do país (Angola). 
 
 
Figura 3.2. Representação gráfica da distribuição de doentes (%), segundo a 
proveniência/ residência. 
 
 
 
ii) Ocupação profissional 
Em relação à variável ‘profissão/ocupação’ dos doentes em estudo, com base nos dados 
recolhidos nos inquéritos, verificou-se que a indicação de doméstica, camponesa e 
estudante foram as mais representadas no conjunto dos inquiridos (Tabela 3.1.).  
 
iii) Contacto com roedores e/ou potenciais hospedeiros 
Dos dados obtidos dos inquéritos (N=300) sobre o ‘contacto com os animais 
reservatórios/hospedeiros, observou-se que 90,7% da população teve contacto com os 
roedores, seguidos dos canídeos, com 25% (Tabela 3.2.). 
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Tabela 3.1. Distribuição da população em estudo (N=300) por profissão/ocupação. 
 
Profissão/ocupação       n                % 
Camponês (a) 44 14,7 
Desempregado (a) 20   6,7 
Doméstica 56 18,7 
Estudante 40 13,3 
Professor 30                10,0 
Vendedor 22    7,3 
Empregada de limpeza 14    4,7 
Pastor de animais 10    3,3 
Criador de gado 13    4,3 
Veterinário 13    4,3 
Motorista 11    3,7 
Outros 12    4,0 
Não Indicado 15   5,0 
Total    300              100,0 
 
 
Tabela 3.2. Distribuição de doentes em relação ao contacto com roedores e/ou 
                    potenciais hospedeiros/reservatórios. 
 
Potenciais reservatórios/hospedeiros n % 
Roedores 272 90,7 
Bovinos 31 10,3 
Canídeos 75 25 
Caprinos 25 8,3 
Suínos 14 4,7 
Outros 8 2,6 
Sem contactos 20 60 
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iv) Contacto/Consumo de água não tratada, viagens e outras situações  
A Tabela 3.3. mostra os dados de algumas (potenciais) situações de risco de infecção 
por Leptospira spp., tendo-se observado que o consumo de água não tratada (47,7%) e o 
contacto directo com águas paradas ou solo húmido (54,7%) foram as situações de risco 
com maior ocorrência. 
 
Tabela 3.3. Distribuição de doentes de acordo com as variáveis ‘contacto/consumo de 
água não tratada’, ‘viagens’ e ‘outras situações’. 
 
Situações de potencial risco face a leptospiras n % 
Consumo de água não tratada 143 47,7 
Contacto directo com águas paradas ou solo húmido  164 54,7 
Contacto com água do rio (nadar no rio/riacho-lazer)    64 23,3 
Realização de viagens  126 42,0 
 
v) Condições ambientais e saneamento básico nas áreas residenciais 
dos doentes 
Dos inquéritos realizados (N=300) foram também incluídas variáveis como as 
‘condições ambientais’ e a ‘presença/ausência de saneamento básico’. Dos dados 
obtidos dos inquéritos foi possível observar que 153 (51%) dos respondentes foram 
afectados por enchentes (inundações) nas suas residências na época das chuvas     
(Tabela 3.4.).  
Em relação às condições ambientais e de saneamento básico nas áreas de residência, ‘os 
destinos de lixos ar livre’, ‘águas residuais’ e ‘aprovisionamento de alimentos’, 48,3%, 
28%, e 54% respectivamente, dos inquiridos, mostraram práticas e atitudes incorrectas, 
como está representado também na Tabela 3.4. e Fig. 3.3. 
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Tabela 3.4. Distribuição dos doentes estudados de acordo com ‘as condições 
ambientais’ e de ‘saneamento básico’ nas áreas de residência dos doentes. 
 Condições n % 
1 Enchentes (inundações) por chuvas nas áreas residenciais   
1.1 Sim 153 51 
1.2 Não 140 46,7 
1.3 Outros 7 2,3 
2 Destino ou depósitos de lixo:   
2.1 Ar livre 145 48,3 
2.2 Contentores 100 33,3 
2.3 Vala ou buraco 15 15 
2.4 Outros 40 13,3 
3 Destino de águas residuais:   
3.1 Esgotos 95 31,6 
3.2 Vala 65 21,6 
3.3 Ar livre 84 28 
3.3 Outras situações (riachos, não identificado) 56 18,7 
4 Saneamento básico nas habitações:   
4.1 Casa de Banho 231 76,6 
4.2 Latrina de fossa seca 30  10 
4.3 Outras situações 47 15,7 
5 Aprovisionamento de alimentos nas residências:   
5.1 Despensa 143 47,6 
5.2 Geleira (Frigorífico) 165 55 
5.3 Outras situações (mesa, fogão….) 162 54 
Figura 3.3. Imagem sobre os destinos residuais (numa área suburbana da 
cidade (Lubango) (fotos originais da autora). 
EGEN, 2012 
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3.1.3. Manifestações Clínicas (sinais e sintomas) 
Através dos inquéritos, foi também analisada a informação respeitante às manifestações 
clínicas dos doentes. Foi possível coligir os principais sinais e sintomas, tais como 
febre, cefaleias e mialgias, entre outros (Fig. 3.4.), referidos pelos doentes. Registou-se 
também o diagnóstico clínico dos doentes internados (Fig. 3.5.). 
Da análise desta informação, observou-se que a febre esteve presente numa grande parte 
dos doentes inquiridos (90,6%), seguindo-se as cefaleias (84,3%), os calafrios (76%) e 
as mialgias (58,7%); epistaxis e edemas foram as queixas menos referidas.  
 
Figura 3.4. Representação gráfica da distribuição (%) dos doentes inquiridos de acordo com 
as principais manifestações clínicas (sinais e sintomas). 
 
Da avaliação dos dados obtidos nos processos clínicos (diagnóstico clínico) dos doentes 
internados, verificou-se que a malária, febre tifóide, bronquite, insuficiência renal e a 
hepatite foram os principais diagnósticos com uma frequência entre os 14,3%; 4,7%; e 
os 3%. De salientar, o número elevado de doentes (55,7%) que na altura do estudo, não 
tinham (ainda) indicação de diagnóstico (Fig. 3.5.). 
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Figura 3.5. Representação gráfica da distribuição de doentes versus diagnóstico clínico. 
 
Na Fig. 3.6. foram analisados dados (N=300) sobre alguns outros aspectos, tais como: 
internamentos, utentes sem queixas (assintomáticos), diagnóstico clínico de malária 
(com gota espessa negativa) e doentes que já estavam a tomar antibióticos. Da análise 
efectuada, verificou-se que 57 (19%) corresponderam a doentes internados; 5 (1,7%) 
eram utentes sem queixas sintomáticas e 45 (15%) tinham como diagnóstico clínico 
malária, mas com resultado de gota espessa negativa; e 60 (20%) de doentes já estavam 
a tomar antibiótico à data em que participaram no estudo (Fig. 3.6.). 
 
 
1,7 2,3 3,7 3 0,7 0,7
4,7
1 3 1,73 3 1,7
3,3
14,3
1
55,7
0,7 1,3
0
10
20
30
40
50
60
N
u
m
ér
o
 d
e 
d
o
en
te
s
Diagnóstico clínico
0
50
100
150
Doentes
Internados Utentes sem
queixas Malária/ gota
espessa
negativa
Uso de
antibióticos Outros
N
ú
m
er
o
 d
e 
d
o
en
te
s
Outras situações clínicas 
n
%
Figura 3.6. Representação gráfica da distribuição de doentes de acordo com outras 
situações clínicas. 
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3.2. Testes Serológicos 
Na abordagem serológica dos doentes que constituíram o presente estudo (N=300) 
foram realizados os testes MACROLepto, SD Bioline Leptospira IgM/IgG (Kit 
comercial) e TAM. 
 
3.2.1. Técnica de Aglutinação Macroscópica (MACROLepto) 
Pela técnica MACROLepto foram analisadas todas as amostras séricas (N=300),  
tendo-se obtido 70 (23%) soros com resultado positivo e 111 (37%) com resultado não 
conclusivo (Tabela 3.5.).  
 
3.2.2. Kit (SD Bioline Leptospira IgM/ IgG) 
Pelo Kit (SD Bioline Leptospira IgM/ IgG) foram analisadas apenas 75 do total das 
amostras, as quais, na sua totalidade, mostraram resultado negativo. No entanto, as 
referidas amostras foram avaliadas pelo teste MACROLepto, revelaram 18 (24%) com 
resultado positivo e 26 (35%) foram consideradas como ‘não conclusivas’. 
 
3.2.3. Técnica de Aglutinação Microscópica (TAM) 
Do total de amostras (N=300) de soro submetidas a TAM, obteve-se um resultado 
positivo em 120 (40%), e em 91 (30%) das amostras, o resultado foi ‘não conclusivo’ 
(Tabela 3.7.). 
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Figura 3.7. Distribuição dos resultados obtidos pela TAM no total de amostras (N=300). 
 
 
A TAM, também permitiu conhecer os serogrupos mais reactivos. Assim, nas já 
referidas 120 amostras com resultado positivo, isto é, com presença de anticorpos     
anti-L. Interrogans (s.l.) destacaram-se os seguintes serogrupos/serovares: 
Icterohaemorrhagiae (Copenhageni), Australis (Bratislava), Javanica (Poi) e 
Hebdomadis (Hebdomadis), com 24,2%, 16,6% e os dois últimos com 8,3% 
respectivamente.  
 
O título de anticorpos mais elevado foi de 1:800, observado para os serovares: 
Copenhageni, Arborea, Panama e Pyrogenes (Tabela 3.5.). 
De referir também, que em 23,3% das amostras foi observada a reactividade contra um 
único serovar. 
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Tabela 3.5. Distribuição de serogrupos reactivos na TAM versus títulos obtidos. 
 
Serogrupos (Serovares) 
Títulos de anticorpos 
100  200 400 800 Total % 
Australis (Bratislava) 8 9 3 - 20 16,6 
Autumnalis (Autumnalis) 1 2 - - 3 2,5 
Ballum (Arborea) 5 4 - 1 10 8,3 
Bataviae (Bataviae) 4 1 - - 5 4,2 
Canicola (Canicola) 2 1 - - 3 2,5 
Cynopteri (Cynopteri) - 2 - - 2 1,7 
Grippotyphosa (Grippotyphosa) 4 1 1 - 6 5,0 
Sejroe (Hardjobovis)  3 2 1 - 6 5,0 
Sejroe (Hardjoprajitno) 1 3 - - 4 3,3 
Hebdomadis (Hebdomadis) 3 4 1 - 8 6,7 
Icterohaemorrhagiae (Copenhageni) 14 12 1 2 29 24,2 
Icterohaemorrhagiae (Icterohaemorrhagiae)  4 - 1 - 5 4,2 
Mini (Mini) 1 - - - 1 1,7 
Panama (Panama) 2 - - 1 3 2,5 
Javanica (Poi) 5 2 1 - 8 6,7 
Pomona (Pomona) 1 - 1 - 2 1,7 
Pyrogenes (Pyrogenes) - - - 1 1 0,8 
Sejroe (Wolffi) 2 2 - - 4 3,3 
Total 60 45 10 5 120 100,0 
 
 
 Avaliação dos resultados obtidos pelas duas técnicas serológicas 
(MACROLepto e TAM) 
Os resultados obtidos pelas duas técnicas acima referidas mostraram que a técnica de 
referência (TAM), permitiu diagnosticar um maior número de amostras do que a técnica 
MACROLepto (Tabela 3.6.). 
 
Tabela 3.6. Distribuição dos resultados obtidos pelas técnicas MACROLepto e TAM. 
 
Métodos de diagnóstico Positivo % Negativo   % Não Conclusivo   % Total 
MACROLepto    70 23,0 119 40,0 111 37,0 300 
TAM 120 40,0   89 29,6   91 30,3 300 
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Os resultados mostram que 34 (21,8%) do total de amostras analisadas foram positivas 
pelas duas técnicas, como demonstrado na Fig. 3.8. Os serogrupos que se revelaram 
como os mais reactivos, por ambas as técnicas, estão representados na Fig. 3.9. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.8. Representação esquemática dos resultados positivos pela MACROLepto e 
confirmados pela TAM. 
 
 
 
Figura 3.9. Distribuição dos resultados positivos e não conclusivos confirmados pela TAM e 
respectivos serogrupos (serovares). 
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Da observação dos resultados obtidos por estas duas técnicas foi possível também 
verificar que 42 amostras (n=119) revelaram a presença de anticorpos                        
anti-L. interrogans com resultado inicial negativo pela MACROLepto, e das 111 
amostras com resultado não conclusivo pela mesma técnica, 44 revelaram  pela TAM, 
presença de anticorpos contra L. interrogans.  
 
A interpretação dos resultados pelas duas técnicas face aos dados obtidos nos inquéritos 
aos doentes (Tabela 3.7.), evidenciou que os resultados confirmados pela TAM (n =34) 
corresponderam, na sua maioria, ao género feminino, que foi o mais representado com 
21 casos (61,3%), correspondendo às faixas etárias dos 11-20 e dos 21-30 anos de idade 
com 7 a 9 casos (20,6 a 26,5%), tendo sido os grupos etários mais afectados.  
 
Quanto à ‘profissão/ocupação’ destacaram-se as camponesas com 23,5%, seguindo-se 
os estudantes com 20,6%. No que diz respeito às áreas de residência, a área suburbana 
foi a proveniência mais associada aos doentes com resultado positivo na avaliação 
serológica, com 15 casos (44,1%).   
 
Em relação a variável ‘contacto com roedores’ e/ou ‘potenciais 
hospedeiros/reservatórios’ observou-se que a maioria (97%) dos doentes teve contacto 
directo com roedores, seguidos dos canídeos com 14 (41,17%). Ainda na mesma tabela, 
observam-se os resultados relativos ao ’consumo/contacto de água não tratada’ em 27 
doentes (79,4%).  
 
No que respeita às restantes variáveis incluídas nos inquéritos (condições de 
saneamento básico nas residências dos doentes), das 34 amostras com resultado positivo 
pela MACROLepto e TAM observou-se que a maioria tem práticas e atitudes 
incorrectas, conforme dados apresentados no Anexo VII. 
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Tabela 3.7. Caracterização das 34 amostras POS na MACROLepto e TAM versus dados 
epidemiológicos. 
Dados epidemiológicos  N % 
Género   
Masculino 13 37,9 
Feminino 21 61,3 
Idade   
0-10 5 14,7 
11-20 7 20,6 
21-30 9 26,5 
31-40 6 17,6 
41-50 3 8,8 
51-60 3 8,8 
>60 anos 2 6,0 
Profissão/ ocupação   
Camponesa 8 23,5 
Empregada de limpeza pública 2 5,8 
Pedreiro 2 5,8 
Pastor/criador de animais 3 8,8 
Professor 4 11,8 
Estudante 7 20,6 
Vendedores 3 8,8 
Doméstico 4 11,8 
Proveniência/ residência   
Urbanas 14 41,1 
Suburbanas 15 44,1 
Províncias 3 6,0 
Municípios 2 8,8 
Contacto com roedores e/ou potenciais hospedeiros   
Roedores 33 97,0 
Bovinos 7 20,6 
Caprinos 4 11,8 
Suínos 4 11,8 
Canídeos 14 41,2 
Contacto/consumo de água não tratada, solo húmido e outras situações   
Consumo de água não tratada 27 79,4 
Contacto direito com aguas paradas/ ou solo húmido 12 35.0 
Contacto com água dos rios (nadar) 12 35.0 
Realização de viagens … 16 47,1 
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Tabela 3. 8. Caracterização de soros com resultados confirmados pela TAM em relação 
aos principais sinais e sintomas, diagnóstico clínico e outras situações 
clínicas. 
Sinais e sintomas n % 
Febre 32 94,1 
Calafrios 24 70,5 
Cefaleias 28 82,3 
Mialgias 18 52,9 
Icterícia 8 23,5 
Exantemas 6 17,6 
Dores abdominais  7 20,5 
Dores torácicas 4 11,7 
Edemas 2   5,8 
Vómitos 2   5,8 
Dispneia 2   5,8 
Vertigens 2   5,8 
Tosse 5 14,7 
 Diagnóstico clínico   
Malária complicada 10 29,4 
Pneumonia 2   5,8 
Hepatite 3   8,8 
Anemia 1  2,9 
Meningite 1  2,9 
Insuficiência renal 3  8,8 
Insuficiência cardíaca 1 2,9 
Febre tifóide 2 5,8 
Outros 6    17,6 
Outras situações    
Doentes internados 6    17,5 
Utentes/sem queixas 1 2,9 
Diagnóstico de malária com gota espessa negativa 7    20,5 
Doentes com o uso de antibiótico 2 5,8 
 
Da análise feita às 34 amostras cujo resultado foi confirmado pela TAM em relação aos 
sinais e sintomas, diagnóstico clínico, e outras situações clínicas, a febre foi a síndrome 
mais frequente, tendo sido verificada em 94,1% dos doentes. Quanto ao diagnóstico 
clínico, o maior predomínio foi para a malária complicada, em 29,4% dos doentes, 
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seguindo-se, hepatite e insuficiência renal com 8,8% e a pneumonia com 5,8%    
(Tabela 3.8.). Foi também verificado que sete doentes tinham diagnóstico de malária, 
mas o teste da gota espessa foi negativo. Observou-se também um utente (sem queixas) 
com resultado positivo para TAM. 
 
3.3. Testes moleculares 
 
3.3.1. Teste de especificidade e sensibilidade dos primers hap1 
 Teste de especificidade 
Na Fig. 3.10 verificou-se que os primers hap1 são específicos para L. interrogans,  uma 
vez que não se observa a amplificação de DNA de outras espiroquetas tais como: 
Borrelia burgdorferi (s.l.) e Treponema pallidum, bem como de leptospiras saprófitas 
[Patoc (L. biflexa)]. Observou-se sim, a amplificação de DNA de leptospiras 
patogénicas representantes dos serogrupos (estirpes) Icterohaemorrhagiae (RGA) e 
Ballum (Arborea). 
 
  
Figura 3.10. Resultado do teste de especificidade com os primers hap1 (262 pb) de serogrupos 
patogénicos de L. interrogans.  
M 2 4 5 6 M 1 3 
Legenda: 
M – Marcador molecular 
 (100-1000 pb (pares de base) 
1 – Patoc (L. biflexa) 
 2 – Icterohaemorrhagiae (RGA) 
3 - Borrelia burgdorferi (s.l.) 
4 - Treponema pallidum 
5 - Controlo negativo  
(água autoclavada) 
6 - Controlo positivo Ballum 
 (Arbórea) 
 
262 pb 
1000 pb 
100 pb 
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 Teste de sensibilidade 
Relativamente à sensibilidade da PCR, foi amplificado DNA de diluições seriadas de 
cultura de leptospiras da estirpe RGA (Icterohaemorrhagiae), entre outras, partindo de 
uma cultura com uma densidade de 108 bactérias/ml. 
 
A amplificação correspondeu a um fragmento de 262 pb (pares de base) como mostra a 
Fig. 3.11, podendo-se observar detecção de DNA até à diluição 105 bactérias/ml. 
 
 
Figura 3.11.  Resultado do teste de sensibilidade da PCR com primers hap1 (262pb) em 
diluições seriadas de culturas do serogrupo Icterohaemorragiae (RGA). Legenda: M - Marcador 
molecular (100 -1000 pb); (108-101 ) - diluições de RGA (108-10 bactérias/ml); L. i -  L. inadai; 
P - Patoc; C.ex1,2 - controlo negativo da extracção de DNA;  CN1,2 - controlo negativo do PCR 
(água autoclavada). 
 
3.3.2. Amplificação de DNA de soros por PCR com os primers hap1 
A aplicação do protocolo de PCR (primers hap1) às amostras de soro dos doentes, 
resultou na amplificação de um fragmento de DNA de 262 pb (Fig. 3.12), tendo este 
sido observado em 30
+
/193 (Tabela 3.9).   
 
262 pb 
1000 pb 
100pb 
   M    108   107  106 105  104  103  102  101         L.i   P    N1     N2  C1   C2                        M 
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Figura 3.12. Resultados de algumas amostras de soro (dos doentes) amplificadas pela PCR com 
primers hap1. Legenda: M - Marcador molecular (100-1000 pb); A - Amostras; 
C.ex 1,2 - Controlo negativo da extracção de DNA; CN 1,2 - Controlo negativo da 
PCR; C+- Controlo positivo (Ballum Arborea - 108 bactérias/ml. 
 
Tabela 3.9. Distribuição das amostras analisadas por PCR (fase aguda de evolução da 
doença e NEG na TAM) utilizando os primers hap1.  
Amostras (n=193) 
PCR 
Positivo % Negativo % 
121 
(Dias de evolução ≥1 e <7) 
25 13,0 96 49,7 
72 
(Negativo pela TAM) 
5 3,0 67 35,0 
Total 30 15,5 163 84,5 
 
 
 Análise comparativa dos resultados da PCR versus métodos 
serológicos 
A Fig. 3.13 mostra os diferentes resultados obtidos pelas três técnicas utilizadas. De 
referir, no entanto, que do total de amostras estudadas, seis (3%), revelaram resultado 
positivo nas três abordagens efectuadas (MACROLepto, TAM e PCR) como se pode 
verificar na Fig. 3.14. 
262 pb 
             M  A148A149 A151 A152 A156 A158  A159A162  A165 A166 A168 A175 A176 A177 CE1 CE2 CN1 CN2  C+        
1000 pb 
100pb 
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Figura 3.13. Representação gráfica dos resultados obtidos pelas três técnicas 
realizadas (MACROLepto, TAM, PCR).  
 
Figura 3.14. Representação gráfica das amostras com resultado positivo pelas três técnicas 
utilizadas (MACROLepto, TAM e PCR) 
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Por sua vez, das 163 amostras que se mostraram negativas pela PCR, 40 (24,5%) foram 
positivas pela TAM (Fig. 3.15). 
 
 
 
 
 
 
3.3.3. Sequenciação de produtos amplificados (DNA) 
Os produtos amplificados com os primers hap1 (30 amostras de soro) foram 
sequenciados, o que permitiu a identificação de espécies genéticas e serovares de 
Leptospira. Assim, a espécie L. borgpetersenii foi identificada em 14 amostras,            
L. interrogans foi identificada em 11 amostras e a espécie L. kirschneri em duas 
amostras, tendo apresentado uma homologia de 86 a 100%. As respectivas sequências 
estão representadas na Fig. 3.16. (Anexo VIII). 
No que respeita aos serogrupos/serovares correspondentes às referidas espécies 
genómicas, estes foram identificados como sendo Hardjobovis, Lai, Javanica,                 
(L. interrogans)  Balico, Javanica (L. borgpetersenii) e Pomona (L. kirschneri). 
 
 
 
40(24,5%)
41(25,1%)
82(50,3%)
Positivos
Não conclusivas
Negativas
Figura 3.15. Representação gráfica de amostras com resultado negativo pela PCR e positivo pela 
TAM. 
Resultados 
 
65 
 
3.4. Tratamento estatístico 
 Dados epidemiológicos e risco de exposição à infecção por       
Leptospira spp. 
O tratamento estatístico de alguns dados epidemiológicos, mostrou que os mesmos não 
influenciaram os resultados obtidos tanto pela TAM como pela PCR, já que não foram 
observadas diferenças com significado estatístico nas diferentes associações (Tabela 
3.10). No entanto, observou-se, que os ‘casos’ laboratorialmente diagnosticados quer 
pela abordagem serológica, quer pela molecular, que o risco relativo (RR) da população 
alvo, poder contrair Leptospirose, esteve directamente associado a variáveis como o 
‘contacto com águas paradas e/ou solo húmido’, sendo o esse risco de valor 2. Assim 
como, os resultados positivos pela abordagem serológica apresentam um risco relativo 
de 1,8 quando associados à variável ‘destino/depósitos de lixo ao ar livre’. 
 
Tabela 3.10. Principais associações entre as variáveis epidemiológicas e o risco de 
Leptospirose na população estudada, face aos resultados obtidos por 
TAM e PCR. 
Aspectos 
epidemiológicos 
 Observ.* vs POS  (TAM) Observ.* vs POS (PCR) 
N χ2 gl P RR n χ2 gl P RR 
Contacto com 
roedores 
300 0,03 2 0,866 0,95 193 0,09 1 0,760 0,98 
Contacto com 
canídeos 
300 1,54 1 0,215 0,30 193 0,24 2 0,264 0,5 
Contacto com 
águas paradas 
e/ou solo húmido 
300 0,52 1 0,470 0,95 193 2,47 1 0,116 2 
Consumo de água 
não tratada 
300 1,74 1 0,187 0,69 193 1,74 1 0,204 0,57 
Destino/Depósito 
de lixo ao ar livre 
300 0,69 1 0,407 1,8 193 2,47 1 
0,965 
1,1 
*Observados 
 Legenda: gl- Grau de liberdade 
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 Análise estatística dos dados epidemiológicos quanto às manifestações 
clínicas e outras situações 
 
Tabela 3.11. Principais associações entre as manifestações clínicas e o risco de 
Leptospirose na população estudada, face aos resultados obtidos por 
TAM e PCR. 
Manifestações 
clínicas e outras 
situações 
Observ.* vs POS (TAM) Observ.* vs POS (PCR) 
N χ2 gl P RR n χ2 gl P RR 
Icterícia 300 36.64 1 <0,001 0,62 193 17,300 1 <0,001 0,36 
Presença da febre 300 0,616 1 0,432 8,591 193 0,062 1 0,804 14 
Uso de antibiótico 300 0,728 1 0,394 0,227 193 2,588 1 0,108 1 
Malaria com/GE (-) 300 0,289 1 0,591 0,591 193 1,699 1 0,192 0,5 
*Observados 
 
Com base na Tabela 3.11 verifica-se uma associação com grau estatisticamente 
significativo (p<0,001) entre os doentes que apresentavam icterícia e os resultados 
positivos tanto pela abordagem serológica (TAM), como pela a abordagem molecular 
(PCR). Observou-se ainda que o risco relativo para os doentes que apresentavam febre é 
elevado nas duas abordagens realizadas (8,6 e 14). 
 
 Avaliação de concordância entre técnicas (MACROLepto e TAM) 
A análise da concordância entre a Técnica de Rastreio (MACROLepto) e a Técnica de 
Referência (TAM) através do teste K (kappa) evidenciou um valor de 0,99, o que 
demonstra uma concordância dos resultados obtidos pelas técnicas efectuadas.  
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4. DISCUSSÃO E CONCLUSÕES 
                                                                                                                                                                                     
Como vem a ser referido ao longo do presente trabalho, a Leptospirose constitui uma 
preocupação crescente em quase todo mundo, principalmente em regiões endémicas, 
onde é considerada um problema de grande importância para a Saúde Pública. Como se 
sabe, para isso contribui o facto de seu diagnóstico ser difícil, sobretudo, por apresentar 
sintomas não específicos, altamente variáveis e comuns a outras doenças febris (43). 
Em Angola (Lubango), a situação epidemiológica da Leptospirose é pouco conhecida. 
Escassos têm sido os estudos realizados e o diagnóstico laboratorial não é feito, 
sobretudo por falta de disponibilidade de testes específicos, mesmo de rastreio. A par 
destas limitações existem ainda as dificuldades de recursos, quer em equipamento quer 
de profissionais, indispensáveis à realização dos testes laboratoriais de apoio ao 
respectivo diagnóstico (ex.: técnica de referência, TAM). Portanto, tudo isto contribui 
para que a Leptospirose seja uma doença sub-diagnosticada, sendo facilmente 
confundida com outras doenças, o que resulta no desconhecimento da sua prevalência. 
Este estudo procurou pois, ser um contributo para um melhor conhecimento desta 
doença zoonótica na Província da Huila, uma vez que a ocorrência e a prevalência da 
Leptospirose estão associadas a vários factores de risco, entre eles as condições 
ambientais, ocupação profissional, saneamento básico, presença de animais 
reservatórios e/ou hospedeiros, variáveis estas que foram tidas em consideração no 
presente estudo.   
Procedeu-se assim, um estudo clínico-epidemiológico baseado na análise de dados 
obtidos através de inquéritos aplicados aos doentes, de forma a determinar a existência 
ou não, dos referidos factores que se sabe estarem directamente associados à doença.  
Discussão e Conclusões 
 
68 
 
Da análise dos inquéritos, no que se refere à proveniência da população alvo (doentes), 
verificou-se que além dos residentes na própria cidade do Lubango, participaram no 
estudo também doentes vindos de outros municípios da província da Huíla e ainda 
doentes provenientes de outras províncias do país nomeadamente, Cabinda, Cunene 
Benguela, Huambo, Luanda e Namibe. No que respeita ao género, ressalta que a 
maioria dos inquiridos foram mulheres. Este facto vem inverter a conhecida tendência 
que aponta os indivíduos do género masculinos como os mais predominantemente 
representados na maioria dos estudos de Leptospirose (45,58,84).  
No nosso estudo porém, esta discrepância pode ser explicada pelo facto que, nas 
Regiões Africanas de uma forma geral, nas quais Angola não é excepção, as mulheres 
são as maiores responsáveis pelas actividades domésticas e do campo “lavras”, sendo 
consideradas como mulheres batalhadoras que mantém o sustento da família (42). Por 
isso, as mulheres são também mais susceptíveis às doenças, dada a sua proximidade e 
contacto com lama, solos húmidos, águas de charcos impróprias para o consumo, entre 
outros factores de risco. Pode considerar-se ainda que a causa da desproporção (quase 
2:1) encontrada no nosso estudo, se deva ao facto dos homens Africanos não terem o 
hábito de recorrerem aos serviços de saúde logo no início da doença, fazendo-o apenas 
quando a situação se agrava, daí também a sua menor representatividade neste estudo. 
Todavia e de acordo com a literatura (58) não existe diferença na susceptibilidade da 
infecção quando ambos os géneros estão expostos a fontes de contaminação, observação 
esta, que o nosso estudo também corrobora. 
Ainda no que diz respeito à caracterização da população alvo face a variáveis como a 
idade e ocupação/profissão, observou-se que foi nas faixas dos 11-20 e dos 21-30 anos 
que se verificou o maior número de doentes, sendo as mulheres domésticas, camponesas 
e estudantes as mais representadas.  
Do ponto de vista laboratorial, foram realizadas as técnicas disponíveis no (IHMT), que 
incluíram o teste de rastreio (MACROLepto), TAM e ainda as abordagens moleculares, 
nomeadamente a amplificação de DNA de Leptospira (PCR), complementada por 
sequenciação. 
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Todas as amostras séricas cujo resultado pelo teste MACROLepto foi positivo e/ou não 
conclusivo foram confirmadas pela TAM, de acordo com as orientações da OMS (102). 
Como esperado, verificou-se que a técnica de referência, dada a sua maior sensibilidade, 
foi capaz de detectar anticorpos específicos em 40% do total de amostras, 
comparativamente ao teste de rastreio. Importa ainda dizer que a TAM também permitiu 
confirmar a seropositividade de amostras inicialmente analisadas pela MACROLepto 
também com resultado positivo. Este facto evidência a importância de, pelo menos, nas 
áreas geográficas onde não seja possível recorrer a um Laboratório de Referência para a 
Leptospirose, como se verifica em Angola, a disponibilidade de um teste de rastreio 
como o que se utilizou neste estudo, pode e deve constituir uma ajuda muito válida, já 
que consegue antecipar uma potencial infecção por leptospiras, permitindo que o doente 
inicie a terapêutica adequada e em tempo útil.  
É no entanto, importante, que o teste de rastreio a adoptar inclua preferencialmente 
serovares de Leptospira spp. presentes na referida região, para aumentar a respectiva 
sensibilidade já que, como se provou, o teste já comercializado e utilizado em algumas 
regiões (Províncias) de Angola, quando aplicado à população alvo deste estudo, não 
conseguiu responder satisfatoriamente, não tendo identificado nenhum caso positivo. 
Parece-nos pois, muito relevante considerar este facto, porque põe em evidência a 
necessidade de conhecer leptospiras prevalentes em cada região. Este conhecimento é 
assim muito relevante para a preparação dos referidos testes. De facto, e como se 
percebeu, um kit comercial com uma base antigénica prevalente num país/continente 
pode não ser útil noutro. 
Ainda quanto a resultados do laboratório, desta vez TAM versus PCR, verificou-se que 
as amostras que revelaram inicialmente um resultado negativo pela técnica de PCR 
54%, mostraram pela TAM um resultado positivo em 25% das mesmas. Com estes 
resultados, parece-nos ser lícito dizer, e também de acordo com a literatura, que: i) A 
técnica de PCR só é eficaz para detectar a infecção no início da doença (fase precoce) 
(16,24); e ii) a escolha do método deve depender da fase evolutiva da infecção, (99). Pelo 
que, se admite que os referidos resultados inicialmente negativos são justificados por 
corresponderem a doentes eventualmente em fase tardia. Isto, apesar dos doentes terem 
dado a informação sobre o início dos sintomas e dias de evolução, razão pela qual foram 
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seleccionadas para análise de PCR, admite-se que os mesmos possam não ter sido 
totalmente precisos nas suas informações. 
 Estas vertentes podem estar na base fundamental destes resultados, uma vez que das 
193 amostras apenas 16% foram amplificadas.  
Sendo que estes correspondem ao grupo de indivíduos de idade profissionalmente activa 
(idade produtiva), consideradas também, idade sob risco de infecção por Leptospira 
interrogans (74,84). Neste caso os resultados encontrados nas faixas etárias mais afectadas 
estão de acordo com o que já é reconhecido, que aponta a maior prevalência nos 
referidos escalões etários, resulta do desenvolvimento das actividades de maior 
exposição a fontes de infecção (29, 44). 
Em relação a área de proveniência/residência aquando da análise das amostras com 
resultado positivo e confirmado pela TAM, observou-se que três doentes eram 
provenientes das províncias de Cunene, Benguela e Huambo. Isto corrobora, de certa 
forma a prevalência de 15,6% referida para o Lobito (Benguela) em 2011 por        
Garcia (42), e a de 14%, no Huambo referida por Gabriel-Fortes, 2012 (40). 
Na interpretação feita sobre a variável ‘ocupação/profissão’, além da profissão 
‘camponesa’ cuja actividade é de grande exposição ao risco de infecção com 
leptospiras, através do contacto com solos húmidos como referido por diversos autores 
(15,17), também a ocupação ‘estudante’ mostrou ser de grande importância no contexto 
dos indivíduos com resultado positivo para Leptospirose, ocupando uma segunda 
posição no conjunto das diversas profissões, incluídas no inquérito. Este grupo de 
indivíduos (estudantes) apesar de essa ocupação não fazer parte das consideradas 
ocupações de risco para Leptospirose eles alegaram que nos períodos livres (quando não 
estão na escola) dedicam-se à realização de outras actividades, das consideradas 
associadas a um maior risco de infecção, como por exemplo estarem nos pastos, o facto 
de ajudarem as mães nas lavras e os pais na lida do gado.  
Houve ainda alguns que responderam terem o costume de nadar em charcos ou rios. É 
de salientar que este grupo é constituído na sua maioria por individuo com idade 
inferior a 16 anos. Sabe-se que os indivíduos nesta idade têm, por vezes, atitudes e 
comportamentos de risco que os expõem a várias doenças, também dificilmente 
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observam as medidas de higiene, além de realizarem actividades de aventura, e brincam 
nas lixeiras e noutros locais imundos, situações estas, já reportadas por diversos    
autores (42,46,77). 
Por este facto, e apesar de que existem categorias profissionais especificamente 
conhecidas como de risco, não podemos deixar de admitir que a Leptospirose pode 
afectar quaisquer profissões, independentemente da situação ou local onde se 
encontrem. Com estes resultados volta a enfatizar-se a variável ‘ocupação’ como um 
aspecto fundamental na exposição à doença. De facto, na análise destes dados 
esperávamos encontrar casos de Leptospirose ou de seroreactividade naquelas 
ocupações profissionais consideradas também de risco elevado como agricultores, 
veterinários, trabalhadores de esgotos, entre outros, tal como referidos por diversos 
autores(10,16,17,35,101,104). No entanto, os resultados do presente estudo diferem desses 
autores, pois observou-se que além da ocupação ‘estudante’ já referida, foram as 
ocupações ‘doméstica’ e ‘professor’, as que se seguiram às ocupações anteriormente 
referidas, contribuindo para o número de resultados positivos. Segundo a OMS este 
risco de exposição deve-se sobretudo, ao contacto directo com cães e/ou nas próprias 
residências, quando estas estão infestadas por roedores. Há também um outro aspecto 
relevante e que é habitual em Países subdesenvolvidos, apesar das populações terem e 
dedicarem-se a uma ocupação profissional no seu dia-a-dia, que é a realização de 
actividades extra (lavra ou hortas), em situação de “part time”, o que também pode 
contribuir para a sua exposição ao risco de infecção.  
Quanto à variável ‘contacto directo com roedores e/ou potenciais hospedeiros’ sabe-se 
que o contacto com estes animais portadores crónicos de leptospiras, aumentam a 
possibilidade de expor a população e potenciam o risco de contrair a infecção (8,48,49,58). 
Também é defendido por muitos autores que na epidemiologia da Leptospirose estão 
envolvidos factores socioeconómicos bem com factores ambientais que favorecem a 
sobrevivência da bactéria na natureza, expondo as populações ao risco (58). 
Com base nestas premissas e opinião de tantos autores, no presente estudo, de acordo 
com os dados dos inquéritos, e os indivíduos dos quais se obtiveram resultados 
positivos, mostram que quase na totalidade da amostra (97%), responderam terem 
presença de “ratos” nas suas residências, enquanto um terço dos inquiridos, 
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responderam terem contacto com o cão, sendo este o seu “animal de guarda”; e ainda 
admitiram consumirem água não tratada, contactarem com depósitos e destinos de 
resíduos ao ar livre, e procederem ao aprovisionamento de alimentos em condições 
impróprias (ao ar e fora do frigorífico). Alguns destes dados, quando tratados do ponto 
de vista estatístico, mostraram, por exemplo, que para a variável ‘contacto com águas 
não tratadas’ existe um risco relativo igual a 2, o que significa que a população exposta 
tem duas vezes maior risco de contrair Leptospirose comparativamente à população não 
exposta. Situação análoga foi verificada quanto à exposição ao lixo, também aqui se 
verificou existir um risco de Leptospirose 1,8 vezes maior na população exposta, face 
aos indivíduos não expostos.   
De uma maneira geral estas são situações que podem estar relacionadas com a doença, e 
apesar de não se conhecer a prevalência da Leptospirose na Huíla, os factores 
predisponentes, mostram como esta população é bastante susceptível em contrair a 
doença uma vez que existem todas as condições propícias para persistência e 
proliferação das bactérias no ambiente (57,58). 
Em relação ao contacto com os cães, sabe-se por alguns estudos, que aqueles são 
considerados potenciais hospedeiros, de grande importância epidemiológica sendo 
portadores, em particular do serovar Canicola (16,48,49,58). No entanto, vários outros 
estudos apontam para uma prevalência de serogrupos/serovares nos cães, tais como 
Icterohaemorrhagiae, Grippotyphosa, Australis, Pyrogenes, entre outros (71). 
Com base nestes dados e nos resultados obtidos podemos destacar também o papel 
preponderante do cão como ‘veículo’ de transmissão dos agentes da Leptospirose, por 
estabelecer um estreito contacto com os humanos. De acordo com Faine e 
colaboradores, 1999 (38), o cão pode manter e eliminar as bactérias por longo período de 
tempo, por vezes de forma assintomática ou quase, após obter a melhoria de uma 
infecção, situação em que pode então infectar os humanos, de forma acidental.  
Em alguns estudos realizados são referidos ainda outros animais como suínos, bovinos, 
caprinos e cavalos com intervenção directa no ciclo de transmissão de leptospiras. São 
disto exemplo um estudo realizado em 1991, por Baptista (12) na mesma localidade do 
presente estudo, no qual o autor aponta para uma prevalência de 15,5% em bovinos. 
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No entanto, no presente estudo, estes animais não se evidenciaram como muito 
relevantes, apesar da população estudada ter como actividade predominante a agro-
pecuária, e ser proveniente de áreas suburbanas, onde tradicionalmente estão presentes 
estas espécies animais. Não podemos deixar de frisar que este estudo foi feito numa área 
urbana (cidade do Lubango), apesar de sete dos participantes terem referido contactarem 
com alguns destes animais em qualquer situação. 
Além do contacto com os animais, no presente estudo, foram evidenciadas também 
condições ambientais e de saneamento básico as quais, como se sabe, facilitam a 
sobrevivência das bactérias no ambiente, e uma possível contaminação, como tem sido 
já amplamente referido por diversos autores (4,14,58,79,84), porém, entendemos que mais 
investigação é necessária, de forma a determinar os principais reservatórios na área, 
aspecto que não foi contemplado neste estudo. 
 Ainda no que se refere as variáveis relacionadas com o saneamento, salienta-se o 
consumo de água não tratada, supostamente contaminada, o que constitui uma situação 
de alto risco quanto à ocorrência de várias doenças que não apenas a Leptospirose. 
Sendo o referido consumo considerado como o factor ambiental mais importante na 
manutenção das leptospiras (58), uma vez contaminada com urina de animais infectados, 
constitui um meio de grande relevância na transmissão das referidas bactérias, enquanto 
agentes etiológicos da Leptospirose, como referido por Faine e colaboradores em 
1999(38). De facto, não é demais referir a importância do consumo de água não tratada 
ao longo da história da Leptospirose nas comunidades humanas. Existem registos de 
vários surtos epidémicos devidos precisamente ao consumo de água contaminada como 
foi o caso do surto que ocorreu em Lisboa, Portugal em 1931, numa população que 
tinha consumido água de um fontenário contaminado com a urina de ratos, como citado 
em 2006 por Vieira (99). 
Segundo a Organização Mundial da Saúde, o consumo de águas não tratadas (residuais 
e outras) é praticado em quase todo mundo principalmente nos países subdesenvolvidos. 
Vários são os motivos que impulsionam o seu uso, por um lado a escassez constante de 
água potável nas torneiras, estiagens prolongadas ou secas, aumento desordenado das 
populações nas cidades, necessidade de usá-la como recurso para fertilização dos seus 
cultivos. Neste âmbito, os participantes do estudo que mostraram anticorpos             
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anti-L. interrogans (79,4%) referiram o consumo de água imprópria e aproximadamente 
metade alegam a falta de condições de saneamento básico nas suas habitações (esgotos, 
contentores) o que os leva a depositar resíduos “lixo e água” ao ar livre.  
Sabe-se que nos Países subdesenvolvidos como é o caso de Angola, devido aos efeitos 
de guerras e outros, muitos esforços estão a ser envidados para colmatar as deficiências 
nestes contextos, mas ainda há muito para fazer, já que existem situações de habitação, 
onde o saneamento básico é muito deficitário, e a este facto acrescem, de certo modo, 
alguns valores culturais como por exemplo “famílias enormes” (uma moradia com mais 
de 10 indivíduos), tornando difícil manter o saneamento neste local devido ao 
aglomerado de população. Além destas situações podemos considerar a falta de 
formação académica e informação (educação para a saúde), baixa renda, principalmente 
em áreas suburbanas o que se destacou neste estudo, com maior prevalência em relação 
à área urbana. 
 Deste modo, os nossos resultados reforçam a ideia de Bertherat e colaboradores em 
1999 (15), onde salientaram que condições de saneamento básico pouco eficientes, entre 
outras situações já referidas, são factores de risco para a ocorrência da doença, dados 
estes também apontados por outros autores (4, 58, 74, 79, 91). 
No que se refere às manifestações clínicas, uma vez que a Leptospirose tem um quadro 
clínico sobreponível a outras doenças, que vão desde situações assintomáticas, graves e 
até fatais, em regra é necessário a confirmação do diagnóstico laboratorial (5,16,38). 
No presente estudo foi registada uma variedade de manifestações sendo que a febre 
referida por cerca de 91% dos participantes, como sendo o sintoma mais frequente, 
apesar de, não devermos ignorar que foi precisamente a febre o nosso critério ‘major’ 
de inclusão. No contexto estatístico, o risco relativo da febre estar associado à 
Leptospirose foi de 8,5% nos doentes com resultado positivo pela serologia e de 14% 
nos avaliados pela PCR, o que está em consonância com a patofisiologia da doença 
(fase aguda e fase mais tardia).  
Os dados obtidos no laboratório permitiram assim, confirmar a origem da febre 
associando-a ao diagnóstico de Leptospirose. Seguiram-se por ordem crescente de 
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frequência as cefaleias, calafrios e mialgias, sintomas que também podem ocorrer no 
decurso da evolução da Leptospirose, tal como referido por vários autores (17,58). 
Todavia apesar da Leptospirose ser caracterizada por febre não podemos deixar de 
pensar noutras situações de presença de anticorpos de leptospiras por longo tempo. Na 
análise dos dados obtidos nos inquéritos observou-se que cinco utentes assintomáticos 
(dadores de sangue, checkup) e destes cerca de 3% tiveram uma serologia positiva, 
confirmada pela técnica de referência e três tiveram um resultado não conclusivo pelo 
teste de rastreio mas, que se revelaram negativos quando da abordagem molecular. 
Com este facto, podemos deduzir que os doentes com possível exposição ou contacto 
com leptospiras podem conter anticorpos no soro e estes se tornarem detectáveis por 
longos períodos de tempo. Sabe-se também que a presença de anticorpos em algumas 
situações como é o caso dos denominados portadores renais crónicos, podem não ser 
considerada sinónimo de doença, como referido por vários autores (2,16,41). Um estudo 
realizado por Ganoza e colaboradores em 2010, em indivíduos assintomáticos descobriu 
que 5% (314) desses indivíduos (mulheres) duma vila rural da Amazónia, sem 
evidências clínicas de Leptospirose foram cronicamente colonizados pela bactéria.  
Ainda sobre as manifestações clínicas “diagnóstico clínico” destacamos algumas, 
reconhecidas como compatíveis e características na Leptospirose, sendo que os nossos 
resultados mostraram a presença de comprometimento de vários órgãos e sistemas, 
como o renal, hepático e respiratório, sob forma de infecção urinária, icterícia, 
broncopneumonia e bronquite respectivamente, e ainda hemorragia, observada na forma 
de epistaxis e hemoptises, embora em menor frequência. 
Apesar dos doentes apresentarem sinais ou quadro clínico compatíveis com 
Leptospirose e com presença de evidência serológica são necessários, outros estudos, 
principalmente que permitam a obtenção de segundas amostras para poder acompanhar 
a cinética de anticorpos específicos (58). 
A disfunção hepática (icterícia) é um sinal major, quando acompanhada por disfunção 
renal, podendo levar à morte, situação conhecida como síndrome de Weil a forma mais 
grave de Leptospirose (16,38,73), embora nos últimos anos, esta síndrome de Weil, 
considerada como causa de morte está a dar lugar a hemorragia pulmonar, como 
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demonstrado num estudo onde é referida uma taxa de 75% de ‘casos’ de Leptospirose 
associados à presença de icterícia (9,95,96). No presente estudo, a presença de icterícia 
também se revelou como uma manifestação forte de associação aos casos de 
Leptospirose, estatisticamente significativa. No que se refere ainda ao ‘diagnóstico 
clínico’, os dados obtidos através dos processos de doentes internados destacou-se a 
malária complicada em 29,4% dos doentes. E destes, sete tiveram resultados 
confirmados pela técnica de referência, mas com o teste de gota espessa negativo, isto é, 
sem evidências laboratoriais de malária. Como os resultados mostram, estes casos de 
síndrome febris podem dever-se a Leptospirose embora mascarados por malária. De 
acordo com Brown e colaboradores, em 2010 (25), nos países com doenças endémicas 
(como dengue e malária) em casos de síndrome febril, sem evidências laboratoriais 
robustas, devem ser investigados para Leptospirose. 
Alguns profissionais de Saúde Pública, veterinários e médicos raramente consideram a 
Leptospirose no diagnóstico clínico, mesmo quando a febre é desconhecida, como 
referiu Machang’u em 1992, citado por Katakweba e colaboradores, 2012 (51). Estes 
profissionais defendem que a doença pode ser facilmente tratável, bastando a “toma” de 
um antibiótico, é por isso negligenciada. Seguindo esta lógica e em relação aos nossos 
resultados podemos pensar que a prescrição e o uso excessivo de antibiótico acaba por 
mascarar as possíveis manifestações por Leptospirose, já que 20% dos doentes tinham a 
prescrição e uso de antibiótico e destes cerca de 5,8% foram positivos pela 
MACROLepto, confirmado pela TAM. Esta situação é preocupante porque além de 
estar a mascarar outras manifestações (como indução de anticorpos na Leptospirose), 
segundo a OMS, o uso constante de antibióticos pode tornar o doente susceptível a 
outras infecções, ou então, desenvolver resistência aos fármacos. Por outro lado, apesar 
da Leptospirose ser normalmente tratada com antibioterapia e não tem um impacte 
muito grande na mortalidade, principalmente na fase anictérica de acordo com 
Monteiro, 2003(74), ela tem importantes implicações na ocorrência e complicações de 
outras doenças, custos hospitalares, tratamentos diários, principalmente para os 
antibióticos de última geração bastante dispendiosos, e pode ainda afectar directa ou 
indirectamente outras áreas económicas. A determinação precoce da Leptospirose pode 
servir de alerta e orientar os clínicos na gestão de doentes evitando as complicações e 
consequentes custos. 
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Duma forma global, os resultados positivos obtidos por avaliação das técnicas 
(MACROLepto, TAM, PCR) permitiram observar uma sobreposição de 3% de doentes 
cujo resultado positivo foi comum às três técnicas, onde o grau de concordância dos 
resultados entre elas foi de 0,99, embora se saiba que cada uma tem a sua 
especificidade.  
Nas amostras com resultados positivos observaram-se reactividade em 19 
serogrupos/serovares, com maior destaque para Icterohaemorrhagiae (23,5%), 
Hebdomadis e Javanica (14,7%), Australis (11,7%) e Hardjobovis (8,8%). De acordo 
com um estudo realizado em 2003 por Bharti e colaboradores (16), os serogrupos 
Icterohaemorrhagiae, Ballum (Arborea) têm como reservatório por excelência as 
ratazanas. O serogrupo Javanica é considerado como representante da espécie 
patogénica L. borgpetersenii de acordo com Homem, 2001 (49), podendo ser encontrado 
também nos bovinos. Comparando com o nosso contexto podemos considerar a 
hipótese de que os agentes da Leptospirose na região da Huíla podem estar a ser 
transmitidos por roedores, canídeos e bovinos. 
O serogrupo Australis (Bratislava) encontra-se associado a cavalos, sendo estes os seus 
hospedeiros/reservatórios (16), porém, neste estudo não foi possível verificar tal relação, 
pois nos doentes com resultado positivo nenhum referiu ter tido contacto com estes 
animais. Uma explicação possível é o facto de os cavalos não terem sido incluídos no 
inquérito, uma vez que estes animais não são geralmente encontrados na área, em 
grande número, em comparação com os assinalados no inquérito (canídeos, bovinos, 
caprinos, suínos e, claro, os roedores). Os demais foram colocados na categoria 
“outros”, mas mesmo assim, nesta categoria não se observou nenhum caso positivo. 
Ainda sobre o serogrupo Australis, este tem sido descrito também em gado, ovelhas, 
ratos, burros, cães, e ouriços, tal como referido em 2011, por Biggs e colaboradores (17).  
A par disto pensamos que, as leptospiras representantes do serogrupo Australis, na 
Huíla, podem estar a colonizar outros reservatórios que não sejam os mais comummente 
conhecidos, admitindo-se a hipótese de que estes serovares podem estar mesmo, a ser 
dispersos por roedores, tendo sido estes os mais referidos.  
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Nos resultados serológicos obtidos por Garcia em 2011(42), destacaram-se três serovares: 
Copenhageni, Sejroe e Australis, tendo sido verificado no presente estudo um resultado 
análogo no que respeita aos serovares Copenhageni e Australis, enquanto os outros 
diferiram. Isto leva-nos a admitir que apesar de ser no mesmo país, as condições 
ambientais que mais facilitam a persistência e a sobrevivência do agente etiológico, 
deverão ser diferentes, numa e noutra região. 
É de salientar que, para os doentes que reagiram com mais do que um serovar, 
considerou-se como infectante o serovar com maior título, pois os demais tiveram 
reacções cruzadas entre si. 
Os títulos observados com maior frequência foram superiores ou iguais a 1:100 numa 
frequência de 60 casos, seguindo-se títulos de 1:200 em 44 casos. O título mais elevado 
foi de 1:800 observado para os seguintes serovares: Copenhageni, Arborea, Panama e 
Pyrogenes.  
A interpretação de resultados serológicos para o diagnóstico de Leptospirose é difícil, 
por um lado, devido às reacções cruzadas entre leptospiras, por outro, ausência de 
anticorpos induzidos pelo uso de antibiótico, e ainda pelas dificuldades de consenso de 
títulos observados (27).  
Dado o caracter bifásico da doença, e a necessidade de avaliar as amostras para detectar 
a presença de DNA leptospírico no soro na fase aguda, recorreu-se a uma abordagem 
molecular (PCR) utilizando primers baseados no gene hap1, como já referido. 
Os resultados obtidos pela análise molecular mostraram que os referidos primers são 
específicos para as espécies patogénicas de acordo com estudos realizados por diversos 
investigadores (21,56). No presente trabalho, pudemos igualmente verificar que estes 
primers amplificaram apenas DNA de leptospiras representantes de uma estirpe 
patogénica (RGA) de L. interrogans. No que se refere à sensibilidade a PCR mostrou 
algumas limitações, uma vez que a detecção de DNA foi apenas até à diluição de         
105 bactérias/ml, isto leva-nos a pensar que o problema esteja relacionado com a 
extracção de DNA, embora todas as condições aplicadas estivessem dentro dos 
parâmetros recomendados pelo protocolo, adoptado pelo Laboratório. O próprio 
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procedimento da PCR foi bem-sucedido, isto é, sem contaminações, e com o controlo 
positivo a revelar o fragmento (banda) na direcção e tamanho esperado. 
Admitimos que esta limitação talvez esteja relacionada com a solução de lise e 
sobretudo com a própria estrutura da parede celular das espiroquetas que é muito difícil 
de lisar. Esta situação poderá assim, explicar a baixa sensibilidade nos resultados 
obtidos pela PCR, porque se estes doentes apresentarem uma carga bacteriana abaixo de 
105 bactérias/ml não é possível detectá-la, pelo que se obteve DNA leptospírico em 
apenas 16 % de doentes. Isto é tanto mais importante, quanto a presença de leptospiras 
no sangue) pode influenciar a evolução da doença e até o seu prognóstico, é disto 
exemplo, um estudo realizado em 2011 na Nova Caledónia por (97) Tubiana e 
colaboradores, em doentes com Leptospirose que mostrou que a presença de, pelo 
menos, 104 bactérias/ml no sangue pode ser considerado como um limiar crítico de 
desenlace fatal. 
Os resultados obtidos do produto amplificado através do recurso a primers desenhados 
no gene hap1, que foram utilizados como ferramenta para rastrear a prevalência de 
Leptospira spp. em amostras serológicas humanas, mostrou  DNA  leptospírico em 
cerca de 16% dos doentes avaliados por esta metodologia, tendo a sequenciação 
revelado, homologia com três espécies genómicas: L. borgpetersenii; L. interrogans e 
L. kirschneri. Destas, a espécie L. borgpetersenii foi a mais prevalente, seguida de L. 
interrogans com os serovares Javanica, Hardjobovis, Balico, Santarosai, Lai, Ballum e 
Pomona.  
As leptospiras pertencentes à espécie genómica L. borgpetersenii constituem uma 
importante fonte de infecção para os humanos e também para outras espécies animais, 
nomeadamente para os bovinos, levando nestes últimos, a uma alta incidência na 
infertilidade e perdas de lactação, como já amplamente referido por diversos 
autores(2,28).
 Quando comparamos os resultados moleculares agora obtidos, com os 
resultados moleculares de um estudo anterior realizado por Garcia em 2011, embora em 
localidades diferentes mas no mesmo País, encontramos alguma coincidência, já que 
nesse estudo foram identificados os serovares Copenhageni e Lai ambos pertencentes à 
espécie genómica L. interrogans, tendo agora o serovar Lai também sido por nós 
identificado em algumas das nossas amostras.  
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Importa também referir que as espiroquetas pertencentes à espécie genómica L. 
interrogans que segundo a literatura, têm como reservatórios de eleição os roedores, 
sendo estes como referido por Levett em 2001 (58), reconhecidos, como sendo os 
grandes responsáveis associados aos casos graves de Leptospirose, pela sua ampla 
distribuição em vários locais e dado o seu alto grau de adaptação. Ainda de acordo com 
outros autores, nomeadamente, Gonçalves (2009) (44) os roedores estão presentes 
principalmente em locais onde haja infra-estruturas degradadas, condições de 
saneamento básico deficitárias e em áreas suburbanas. Assim, os resultados agora 
obtidos na análise molecular são coerentes com outros autores e, por outro lado, 
confirmam e consolidam a interpretação feita na análise serológica da população de 
doentes do presente estudo. 
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5. CONSIDERAÇÕES FINAIS 
                                                                                                                                                                                     
Os resultados obtidos neste estudo permitiram determinar que a Leptospirose está 
presente nos doentes febris, assistidos no Hospital Central Dr. Agostinho Neto, o que 
aponta para a necessidade de incluir esta doença no diagnóstico diferencial de doentes 
febris, especialmente entre os grupos de risco ocupacional mais prevalentes, 
(Camponesas e estudantes), como este estudo demonstrou. Além da província da Huíla, 
parece-nos relevante estender este mesmo diagnóstico diferencial a outras províncias do 
país. 
O presente estudo aponta para uma taxa de sero-ocorrência entre a população alvo, da 
ordem dos 40%, o que nos parece, para um primeiro estudo (rastreio), e numa amostra 
(ainda) limitada, uma taxa com um significado que merece atenção das Autoridades de 
Saúde locais.  
Este estudo também permitiu  identificar as espécies L. borgpertesenii e L. interrogans 
como as mais prevalentes na região, bem como conhecer os principais serovares 
Australis, Icterohaemorrhagiae e Copenhageni. Sendo que a maior ocorrência do 
serovar Icterohaemorrhagiae aponta de forma inequívoca para a presença de roedores, 
como transmissores de leptospiras na região. Foi ainda possível através da presente 
investigação perceber as variáveis de risco em relação à infecção em comparação com 
outros estudos realizados noutros países, embora seja necessária mais investigação para 
sustentar os dados agora obtidos. 
Uma vez que existem diferentes factores associados à Leptospirose em ambientes 
urbanos e suburbanos a prevenção da doença deve ser agora mais dirigida, focalizando 
as várias fontes de contaminação salientadas no estudo.  
Com estes resultados, embora não sejam significativamente abrangentes, o seu impacte 
serve de alerta, e podermos dizer que a população de algumas regiões de Angola está 
exposta às leptospiras presentes no ambiente envolvente. 
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 Identificados e conhecidos os serogrupos torna-se possível a implementação de testes 
de diagnóstico rápido e de fácil execução bem como a aplicação dos respectivos 
protocolos. 
Queremos acreditar também, que este estudo vai ajudar no esclarecimento das 
principais causas de febre indeterminada, apesar de ser um estudo de rastreio, constitui, 
necessariamente um estímulo para que outros possam desenvolver-se. 
No que respeita a metodologia é importante referir que as técnicas utilizadas, quer a 
TAM quer a PCR e MACROLepto, mostraram serem ferramentas muito úteis para 
avaliar a ocorrência da Leptospirose, podendo futuramente vir a serem adoptadas no 
Hospital Central do Lubango; contribuindo também para uma resposta do laboratório 
face ao diagnóstico clínico de Leptospirose, em particular, nas síndromes febris agudas, 
não confirmadas como Malária.    
 
5.1 NOVIDADE CIENTÍFICA 
O significado teórico deste estudo assenta na elaboração de um material bibliográfico 
actualizado e de apreciável nível científico sobre a Leptospirose que será a sustentação 
teórica de outras pesquisas neste campo assim como contribuirá para o enriquecimento 
do conhecimento de quem está nesta área de ensino, pois estará disponível para 
consulta.  
Quanto ao significado prático do estudo, consistiu na realização de um rastreio sobre a 
Leptospirose nos doentes assistidos no Hospital Central do Lubango para conhecer; i) a 
sua ocorrência e saber se a doença está subjacente a situações de febre indeterminada; 
ii) conhecer as principais variáveis de risco, a fim de ajudar na implementação de 
medidas de controlo e prevenção da doença; e iii) contribuir para a elaboração de uma 
proposta para a referida prevenção. 
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5.2. PERPECTIVAS FUTURAS 
 Propor a Leptospirose no diagnóstico diferencial de casos de síndrome febril 
indeterminada, para o que vai ser necessário estabelecer as condições para um 
Laboratório especializado para Leptospirose e implementar protocolos de 
diagnóstico.  
 
 Propor a realização de mais estudo de investigação numa escala ainda maior, 
para o conhecimento da prevalência da doença e identificação dos principais 
reservatórios na região. 
 
 Sugerir a implementação de um teste rápido para Angola, província da Huíla e 
outras, com base no conhecimento de serovares circulantes nas mesmas.   
 
 Propor o treinamento do pessoal técnico para poder responder ao diagnóstico 
laboratorial da Leptospirose.   
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           A Informação prévia ao doente/utente sobre a Leptospirose  
(Consentimento informado) 
Aos doentes/utentes que reúnam os critérios de selecção foram dadas 
informações pela investigadora e/ou por outros profissionais de saúde do 
Hospital previamente envolvidos e preparados para colaborarem neste estudo as 
seguintes informações: 
 A Leptospirose é uma infecção (doença) causada por uma bactéria (micróbio) 
que se encontra nos rins dos roedores (ratos/ratazanas/camundongos), estes são 
os principais transmissores destes micróbios que provocam a doença. 
  Existe apenas uma espécie de leptospiras que habitualmente não causa doença. 
A doença apresenta sinais e sintomas como na malária (febre, cefaleia/ dores de 
cabeça, calafrios, mialgias (dores nos músculos) e na fase avançada icterícia 
(olhos amarelados) entre outros,  
 O tratamento normalmente é possível e eficaz, (existe) quando se começa logo 
no início da doença, mas pode passar a uma fase crónica e grave (pior), esta ser 
mais difícil de tratar, e por não haver análises desta doença neste hospital o que 
impede de fazer o tratamento certo (na hora certa) para matar os micróbios que 
causam esta doença;  
 Com este estudo pretende-se saber se existem estes micróbios (Leptospiras) na 
região, de modo a conseguir distinguir a doença que elas causam, de outras 
doenças existentes, que apresentam os mesmos sintomas (febre); 
 Este estudo pretende recolher uma amostra de sangue (para análise no 
laboratório) de pessoas que recorrem (procuram) ao hospital, apresentando 
febre; 
 Ao colaborar, estará a contribuir para um estudo que pretende melhorar o 
conhecimento sobre a doença causada por essa bactéria (micróbio) e contribuir 
para melhorar o seu tratamento; 
 Ao confirmar-se a existência de Leptospiras nas amostras analisadas o Hospital 
criará condições para garantir o tratamento e acompanhamento aos doentes; 
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 Toda a informação fornecida será mantida anónima (segredo) e apenas o médico 
assistente e a Direcção geral do hospital terão o conhecimento dos resultados no 
sentido de poder vir a melhorar no futuro o diagnóstico e tratamento da doença; 
 A participação neste estudo é voluntária, sendo que se não participar não tem 
qualquer prejuízo na assistência que lhe é prestada. 
Nota-O impresso de consentimento informado foi apenas assinado pelo participante ou, 
tratando-se de crianças, pelo seu representante legal, se por outro motivo elementos de 
identificação, nomeadamente do profissional de saúde eram envolvidos na informação 
acima referida. Foi salvaguardada a possibilidade do participante que não sabe assinar 
pelo que foi disponibilizado uma almofada para a recolha de impressão digital. 
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REPÚBLICA DE ANGOLA 
GOVERNO PROVINCIAL DA HUÍLA 
DIRECÇÃO PROVINCIAL DA SAÚDE 
HOSPITAL CENTRAL DR. ANTÓNIO AGOSTINHO NETO 
DECLARAÇÃO DE CONSENTIMENTO 
"Contribuição para o conhecimento da sero-ocorrência da Leptospirose na Província 
da Huíla: rastreio serológico e molecular de doentes/utentes assistidos no Hospital 
Central Dr A.A. Neto-Lubango (Angola) " 
Eu, abaixo-assinado(a), declaro ter compreendido a explicação que me foi fornecida acerca 
do estudo que se tenciona realizar sobre Leptospirose na Província da Huíla para o qual é 
necessário fazer uma colheita de sangue. Foi-me ainda dada oportunidade de fazer as 
perguntas que julguei necessárias, e de todas obtive resposta satisfatória. 
 
Tomei conhecimento que a informação que me foi prestada e está de acordo com os 
objectivos do estudo, os benefícios previstos, os riscos potenciais e o eventual desconforto 
decorrente da ‘picada’ para a colheita de sangue. Além disso, foi-me afirmado que tenho o 
direito de recusar a todo o tempo a minha participação no estudo, sem que isso possa ter 
como efeito qualquer prejuízo na assistência que me é prestada. 
Foram-me ainda dados os contactos da investigadora do estudo no caso em que haja 
dúvidas. 
Por isso, consinto que seja realizado o estudo que me foi proposto e explicado. 
Data: ____ / _________________ / 201___. 
Assinatura do utente/doente (ou do seu representante legal) 
____________________________________________ 
 
  
ANEXO II a 
Nº 
Não sabe assinar 
 
108 
 
 
ANEXO III 
 
109 
 
 
REPÚBLICA DE ANGOLA 
GOVERNO PROVINCIAL DA HUÍLA  
DIRECÇÃO PROVINCIAL DA SAÚDE  
HOSPITAL CENTRAL DR. ANTÓNIO AGOSTINHO NETO 
LEPTOSPIROSE (DOENÇA DE WEIL) 
INQUÉRITO CLÍNICO-EPIDEMIOLÓGICO NO HOSPITAL CENTRAL DO 
LUBANGO 
Elaborado /ELSA G. E. NDEYANELAO  
1- IDENTIFICAÇÃO DO DOENTE 
NOME________________________________________________________________ 
IDADE____________GÉNERO____________________________________________ 
ESTADO CIVIL____________________TELEFONE__________________________ 
PROVENIÊNCIA/RESIDÊNCIA___________________________________________ 
PROFISSÃO/OCUPAÇÃO________________________________________________ 
LOCAL DE TRABALHO________________________________________________ 
CLASSIFICAÇÃO DO CASO: SUSPEITO____PROVÁVEL____CONFIRMADO____ 
2- INFORMAÇÕES CLÌNICAS / EXAME FISICO 
DATA DO INICIO DOS SINTOMAS_____EVOLUÇÃO (AGUDA□, CRÓNICA□) 
SINAIS E SINTOMAS: FEBRE SIM□, NÃO□…. INICIO SÚBITO: SIM □NÃO□ 
   
CEFALEIAS (DORES DE CABEÇA): SIM □NÃO □ 
CALAFRIOS/ARREPIOS: SIM□NÃO□;DORES NAS ARTICULAÇÕES E MUSCULARES 
(MIALGIAS): SIM□, NÃO□; EXANTEMA/MANCHA NO CORPO: SIM□ NÃO□ 
LOCAL_____________________________________________________ 
ICTERICIA/OLHOS AMARELADOS: SIM □  NÃO □ 
 
JÁ ESTEVE INTERNADO?___________________________________________________ 
 
ANTECIDENTES ____________________________________________________________ 
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MUDANÇAS DE HÁBITOS NOS DIAS EM QUE FICOU DOENTE:___ 
___________________________________________ 
VIAJOU: SIM □  NÃO □ NADOU (EM PISCINA COM ÁGUAS PARADAS) SIM □  NÃO□ 
RIACHOS__________________CONTACTO DIRECTO COM OS 
ANIMAIS?________QUAL _______________CONTACTO COM O SOLO HÚMIDO, 
ÁGUAS PARADAS OU DE ESGOTOS? SIM□ NÃO□ OUTRAS 
SITUAÇÕES___________________________________ 
_____________________________________________________________________________ 
 
TOMOU ALGUM MEDICAMENTO ANTES DE VIR AO HOSPITAL? SIM □ ; NÃO □ 
QUAL________________ QUANTAS VEZES/DIA__________________________ 
 
 ANTIBIÓTICOS__________________OUTROS______________________________ 
 
3- INFORMAÇÃO SOBRE CONDIÇÔES AMBIENTAIS E DE SANEAMENTO:       
INUNDAÇÔES POR CHUVAS NA SUA AREA DE RESIDÊNCIA________________ 
SISTEMA DE ABASTECIMENTO E TRATAMENTO DE ÁGUA: 
CONSUMO DE ÁGUA: TORNEIRA: SIM □ NÃO □ 
OUTRAS FONTES: SIM □    NÃO □ QUAL?________ _________________________ 
 
DESTINO E TRATAMENTO DE LIXO DOMÉSTICO: 
 DEPÓSITOS EM COTECNTORES □ 
 DEPÓSITOS AO LIVRE □ OUTRAS □ 
DESTINOS DE ÁGUAS RESIDUAIS: ESGOTOS□ DRENAGEM AO AR LIVRE□ 
OUTRAS □ 
 HÁ RATOS EM CASA? SIM □ NÃO□, OU NA SUA PROXIMIDADE? SIM□ NÃO □ 
CONDIÇÕES DE SANIDADE HABITACIONAIS: CASA DE BANHO □ 
LATRINA:□ DEFECAÇÃO AO AR LIVRE□ OUTRA SITUAÇÃO: __________ ______ 
COMO E ONDE GUARDA OS ALIMENTOS CRÚS EM CASA: DESPENSA: SIM□ NÃO □ 
ALIMENTOS COZIDOS GILEIRA: SIM□ NÃO □OUTRA SITUAÇÃO: SIM□ ……:  
 NÃO □           OUTROS DADOS____________________________________________ 
DATA____________________ASSINATURA_________________________________ 
 
OBRIGADA PELA ATENÇÃO DISPENSADA E RÁPIDAS MELHORAS. 
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4--INFORMAÇÕES LABORATORIAIS (IHMT/UNL- LISBOA) 
SERO-OCORRÊNCIA DE ANTICORPOS CONTRA LEPTOSPIRA INTERROGANS 
SENSU LATO 
MATERIAL BIOLÓGICO: SORO SIM□ NÃO □ 
SEROLOGIA – TÉCNICAS DE MACROAGLUTINAÇÃO E MICROAGLUTINAÇÃO (TAM) 
RESULTADOS (TITULO) _______________________________________________ 
 
ABORDAGEM MOLECULAR 
 
DETECÇÃO DE ADN -LEPTOSPÍRICO: SIM□ NÃO □ 
 
OUTROS DADOS_____________________________________________________ 
DATA__________________________________________________________________ 
ASSINATURA___________________________________________________________ 
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Procedimento e materiais necessários à realização da Técnica de 
Aglutinação Macroscópica (MACROLepto sobre a lâmina.) 
Este método baseia-se na observação de uma reacção antigénio-anticorpo sobre lâmina, 
após mistura do soro problema com antigénio inactivo, muito estável e híper-reactivo, 
visto ser constituído por uma ou mais estirpes isoladas localmente. 
Reagentes e material: 
- Antigénio de Leptospira interrogans sensu lato (produzido pelo GLBL)   
- Tampão PBS (0.01M, pH=7.2) 
- Micropipetas de 5 a 50 µl e 200 a 1000 µl + pontas 
- Controlo (positivo e negativo)        
- Placas de vidro 
- Pontas de plástico  
 
Procedimento: 
 
 
1. Agitar o soro problema.  
(usar uma ponta nova sempre que se troca de amostra) 
 
3. Colocar 15l de cada controlo, positivo e negativo, dos soros a analisar, na placa de 
aglutinação microscópica.  
 
4. Colocar 15l de suspensão antigénica homogeneizada sobre cada amostra a testar e 
controlos. 
 
5. Agitar com a ponta, espalhando em círculos de 15mm de diâmetro. 
 
6. Agitar até 4 min, a 25rpm, ou manualmente. 
 
7. Após agitação ler imediatamente contra um fundo escuro, usando uma fonte de luz 
oblíqua. 
 
8. Classificar e registar a aglutinação como se segue: 
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Resultados Aglutinações  Soro diluído (1:10) 
Positivo Muitas com grandes agregados; ≥ ++ 
Não Conclusivo (NC) Leve e com pequenos agregados; ≤ ++ 
Negativo Sem aglutinações − 
 
NOTA: O soro controlo positivo deve dar uma reacção ++++ no soro total e a 1:10. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
9. Descartar as placas usadas para uma solução desinfectante. 
 
10. Interpretação dos resultados: 
 
 
Fonte: Protocolo adaptado pelo Laboratório de Leptospirose e Borreliose de  
Lyme (IHMT) Junho-2012. 
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Técnica de Aglutinação Microscópica (TAM) (em microplaca)  
(adaptado de Sulzer & Jones, 1980; Collares-Pereira, 1992; Faine et al., 2000) 
 
A técnica de aglutinação microscópica (TAM) é considerada a técnica de referência 
para o diagnóstico da leptospirose por ser a única que permite a identificação do 
serogrupos e da estirpe infectante. 
Objectivos: 
 Diagnóstico imunológico de rotina, através da detecção de anticorpos anti-Leptospira 
em soros problema (humanos e animais). 
 Identificação dos anticorpos ao nível dos serogrupo reactivos. 
Protocolo em uso na GLBL /UEIMM/ IHMT  
Realiza-se em microplacas de fundo plano e baseia-se na reacção do soro problema 
previamente diluído (1:50), na fase de rastreio e, posteriormente, em diluições seriadas 
ao dobro (1:100, … 1:2800), face aos antigénios vivos de referência mantidos em 
culturas. Recomenda-se ainda a utilização das estirpes isoladas localmente para além 
dos referidos antigénios representativos dos serogrupos patogénicos existentes, de 
forma a aumentar a sensibilidade do teste.  
 
     Reagentes e equipamentos:  
 
- Antigénios vivos – culturas de 4 a 13 dias em meio líquido EMJH com uma 
densidade aproximada de 2 x 108 células/ml, previamente examinadas em fundo 
escuro (Tabela 1) 
- Tampão PBS ( pH 7,2 – 7,4 ) (Nota2) 
- Microplacas de fundo plano 
- Pipetas de Pasteur calibradas (1 gota  34µl) 
- Micropipeta de 5 a 50 l e micropipeta multicanal  
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- Microscópio de fundo escuro com objectiva de longa distância focal (x20) para 
leitura directa das microplacas 
- Estufa de incubação a 37º C 
Procedimento: 
 
1. Diluição preliminar dos soros a 1/50. 
2. Marcação das microplacas com os antigénios, as diluições, o número dos soros 
problema e as testemunhas, de acordo com o seguinte esquema: 
 
  Ag. Ag. Ag. Ag. Ag. Ag. Ag. Ag. Ag. Ag. Ag. Ag. 
 SORO X  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
100 A             
200 B             
400 C             
800 D             
1600 E             
3200 F             
… G             
T H             
 
3. Distribuição do soro diluído nos poços (1 gota) por cada antigénio presente, na linha 
A e B. 
4. Distribuição do tampão: 1 gota, do poço 2 até à linha da testemunha (inclusive). 
5. Execução das diluições seriadas (1/200 a 1/3200), com o auxílio da micropipeta 
multicanal, transferindo sempre igual volume da diluição anterior até à última 
diluição, na qual este volume é desperdiçado.  
6. Adição de igual volume de antigénio (1 gota) a todas as diluições a testar e à 
testemunha da respectiva coluna. 
7. Agitar cuidadosamente e cobrir com tampa. 
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8. Incubar na estufa a 37º C, durante 2 horas. 
9. Após a incubação, retirar as placas da estufa e observar directamente ao microscópio 
(adaptado com objectiva de longa distância focal) a existência de aglutinação, por 
comparação com a respectiva testemunha (controlo negativo)   
 
 
Leitura das microplacas: 
 
A intensidade da aglutinação (Fig. A.1.) por campo de observação e por comparação 
com o respectivo controlo negativo, deve ser registada de acordo com o seguinte 
critério: 
 
4+ =  75% ou mais de bactérias aglutinadas; 
3+ =  50 a 75% de bactérias aglutinadas; 
2+ =  25 a 50% de bactérias aglutinadas; 
1+ =  Pequenos aglutinados ocasionais; 
Negativo = ausência de aglutinação, com número de células idêntico ao do controlo. 
 
 
Resultado: Considera-se a reacção positiva quando 50% ou mais das leptospiras 
estão aglutinadas, em regra, a partir da diluição mínima de 1/100.  
  
 
Nota1: Em virtude do aparecimento de imunoglobulinas IgM, na fase inicial da doença, 
seguido do aparecimento mais tardio de imunoglobulinas IgG, mais específicas, é 
conveniente basear o resultado serológico em amostras séricas emparelhadas, colhidas 
com um intervalo mínimo de 10 dias, sendo a primeira colheita efectuada de preferência 
na fase inicial da doença, de modo a poder analisar-se a cinética dos anticorpos 
específicos e, consequentemente confirmar o serogrupo presuntivo da estirpe infectante. 
Com efeito, a interpretação da serologia no início da doença pode ser dificultada pela 
existência de reacções cruzadas, paradoxais ou residuais, inerentes à detecção de 
antigénios comuns aos diferentes serovares (ditos “específicos de género”).  
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Tabela-A.1. Alguns antigénios de L.interrogans s l utilizados na realização do (TAM) 
existente na seroteca do Laboratório de Leptospirose e Borreliose de Lyme 
(UEIMM/GLBL, IHMT) 
 
Serogrupos Serovares Estirpes 
Semaranga Patoc* PatocI* 
Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae RGA 
Icterohaemorrhagiae Copenhageni Mus 20 
Pomona Mozdok 5621 
Canicola Canicola Hond Utrecht IV 
Grippotyphosa Valbuzzi Valbuzzi 
Ballum Arborea Arborea 
Ballum Ballum Mus 127 
Panama Panama Cz 214 
Cynopteri Cynopteri 3522 C 
Tarassovi Tarassovi Mitis Jonhoson 
Sejroe Hardjobovis LELY 607 
Sejroe Hardjo Hardjoprajitno 
Sejroe Wolffi 3705 
Mini Mini Sari 
Javanica Poi Poi 
Pyrogenes Pyrogenes Salinem 
Australis Bratislava JezBratislava 
Hebdomadis Hebdomadis Hebdomadis 
Celledoni Celledoni Clledoni 
Autumnalis Autumnalis Akiyami A 
Bataviae Bataviae Van Tienen 
Celledoni Celledoni Celledoni 
Louisiana Louisiana LSU 1945 
*Serogrupo saprófita ( L. biflexa sensu lato) 
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Figura A.1 Exemplo de uma aglutinação microscópica. A, Testemunha. B1-B5, 
intensidade crescente da aglutinação: B1 (75% livres), B2 (50% livres), B3 (25% 
livres), B4-B5 ( ≈ 0% livres) (Adaptado de Collares-Pereira, 1992) 
Os resultados foram definidos e fixados consoante a ultimo titulo observado na diluição 
final do soro para cada antigénio reactivo.   
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Nota2 Composição do Tampão utilizado na TAM: 
*Adaptação do Laboratório de Leptospirose & Borreliose de Lyme (UEIMM/GLBL, 
IHMT) Fevereiro 1998  
 
1-Tampão da TAM - Buffered salin solution: 
   NaCl ……………………………….15,64g (0,85%)  
Tampão Sorensen …………………160 ml 
Água destilada ……………………..840 ml  
 
                                      Autoclavar a 120ºC, 15´ 
 
2 - Tampão Sorensen (solução Stock) 
Na2H PO4 (anidro) …………………8,33g  
KH2PO4 ……………………………1,09g 
Água destilada ……………………..1 L 
 pH = 7,6 
 
Autoclavar a solução stock a 120ºC, 15’ 
 
3 – Meio EMJH (DifcoTM Leptospira Medium Base) 
     Preparação segundo as regras do fabricante: 
  Meio Base Difco ………………...2,3 g 
  Água destilada ……………………900 mL 
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Autoclavar a 121ºC, 15’ 
Adicionar, em condições de assepsia, 100 mL de Leptospira Enrichment EMJH 
(DifcoTM). 
pH final = 7,5 
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Protocolo de Extracção e purificação de DNA (Kit Citogene®) 
Objectivo: Obter amostras de DNA de Leptospira spp com elevado grau de pureza 
A extracção e purificação do DNA foi feita através do Kit “Citogene® Cell and Tissue a 
partir de 1ml de fluídos corporais. A utilização desse método foi executada em 
conformidade com as especificações do fabricante. Embora que tenham sido observadas 
pequenas alterações com maior particularidade o tempo de centrifugação e de secagem de 
eppendorfs® para a evaporação total do etanol, estas ocorreram sempre na proximidade 
das normas estabelecidas pelo protocolo.  
 
Equipamento, reagentes e material (biológico e descartável): 
- Câmara de fluxo laminar 
- Termobloco 
- Vortex 
- Centrífuga 
- Micropipetas 
- Soluções do Kit Citogene® 
- Água autoclavada, 
- Gelo 
- Caixas de pontas estéreis com filtro 
- Tubos eppendorf® de 1,5 ml (estéreis) 
- Cronómetro 
- Soro problema (doentes)  
 
Descrição da técnica: 
1-Etapa de lise celular 
Após a descongelação dos soros e homogeneização procedeu-se: 
1-Adicionar 100ml de soro a um tubo contendo 500ml de Cell Lysis. 
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Resuspender várias vezes com a pipeta para lizar as células. Se a amostra contiver um 
elevado teor de proteínas, pode-se adicionar 0,5ml de fluído a 5,5ml de Cell Lysii 
2- Aquecer a 65ºC durante 15 min para completar a lise. Em alternativa, e para obter 
máximo rendimento, pode-se adicionar 3µl de proteinase k (20mg/ml) e incubar o lisado 
a 55ºC durante 1 hora ou durante a noite 
2- Etapa do Tratamento do lisado  
Após a incubação:  
1- Adicionamos 3µl de solução RNAse Ao lizado celular. 
2-  Procedeu-se a mistura de amostra, invertendo o tubo 25 vezes e de seguida 
deixou-se a incubar a 37ºC por 15- 60 minutos. 
3- Após os 60 minutos, por nós optados deixa-se arrefecer a amostra à temperatura 
ambiente.  
4- Adiciona-se 200 µl de solução protein precipitation ao lizado. 
5- Agitou-se no vortex a velocidade elevada durante 20 segundos para misturar 
uniformemente a solução protein precipitation com o lizado celular. 
6- De seguida colocou-se no gelo durante 5-15 min 
7- Centrifugar durante 5min a 14500 rpm para formar um pellet castanho de 
proteínas 
8- Decantar o sobrenadante contendo o DNA par um novo tubo de 1,5ml contendo 
600 µl, de Isopropanol a 100% tendo o cuidado de não deixar ficar para trás o 
pellet castanho das proteínas. Neste passo o protocolo recomenda caso a amostra 
contenha um elevado teor de lípidos ou outras partículas que se acumulem no topo 
do líquido, transferir o sobrenadante usando uma pipeta, para que as partículas não 
sejam transferidas. Se o rendimento de DNA esperado for baixo (<20µg), 
adicionar glicogénio 1 µl de solução de glicogénio a 20 mg/ml, por cada 600 µl de 
isopropanol. 
9- Misturar a amostra invertendo cuidadosamente 50 vexes e manter o tubo a 
temperatura ambiente pelo menos 5 min. 
10- Centrifugar 5min a 14000rpm dependendo do rendimento, o DNA poderá ou não 
ficar visível, sob a forma de um pellet branco 
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11- Deitar fora o sobrenadante e escorrer com cuidado o tubo para o papel absorvente. 
Adicionar 600 µl, de etanol a 70% e inverter o tubo várias vezes para lavar o 
pellet de DNA. 
12- Centrifugar 1 min 14500rpm. Deitar fora o etanol com cuidado, pois o pellet pode 
estar solto. 
13- Inverter e escorrer o tubo em papel absorvente e deixar secar ao ar livre durante 
10-15.pelo protocolo, (mais por nos deixamos a evaporação do etanol por 1hora). 
14- Após a secagem adicionou-se 20. µl, de DNA Hydration e levar ao vortex 5 
segundo para obter uma concentração aproximada de 200µg/ ml, para um 
rendimento aproximado de 20 µg de DNA. 
15- Incubar as amostras a 65ºC durante 1hora ou durante a noite à temperatura 
ambiente 
16- Após isto recomenda-se guardar a 4ºC, mais se for para guardar por longo período 
deve guardar então a -20ºC ou -80ºC. 
Para guardar poderá ser necessário uma breve centrifugação e seguida de uma 
transferência para um tubo de 1,5ml. 
Protocolo adaptado pelo Laboratório de Leptospirose e Borreliose de Lyme 
(IHMT-UNL) 
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                                                                                                                             ANEXO VII 
RESULTADOS 
(Continuação da tabela 3.7.) 
Resultados positivos nas duas técnicas (MACROLepto e TAM) (n=34 amostras) 
 
Tabela 3.7. Caracterização de amostras positivas (n= 34) na MACRO e TAM versus 
dados epidemiológicos  
Destinos e depósito de lixos   
Ar livre 15 44,11 
Contentores 11 32,3 
Valas ou buracos 6 17,6 
Outros 2 5,8 
Destinos de águas residuais   
Esgotos 7 26,4 
Vala/ buracos 9 26,4 
Ar livre 13 38,2 
Outras 5 14,7 
Aprovisionamento/conservação de alimentos em casa   
Dispensa 13 38,2 
Geleira (Frigorífico) 21 61,7 
Outras 19 55,8 
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                                                                                                                             ANEXO VIII 
Representação de alguns dos resultados de sequenciação (Stabvida®) 
 
 
GGNNNNNTNGTCGCAGATGNGGNGNNATTCACCNCATAGTTGTGCAANATAGCTTGTATATTG
TTTCCGTCGACTAAACCGTCCGGCGCTTGTCCTGGCTTTACATATCCGTAATAGTTGATCACAG
ATCCATAGGGAAGGAACGTTTTTACGGTTTCGTTTGTTCCTGGAACTGTGCTCTCGCTCAGAA
CAAAAGAGCTTTTAAGGCTTGGCAAACCACCGAACGCACCACAAGCGGTAATGCTTGCAA  
 
Leptospira borgpetersenii serovar Hardjobovis (100%) 
 
 
NNGGNNNCCTNNTGTCTAAAGCTCTTTTGTTCTGAGCGAGGACACAATCCCAGGGACAAACGA
AACCGTAAAAACGTTACTTCCCTACGGATCTGTGATCAACTATTACGGATACGTAAAGCCAGG
ACAAGCGCCGGACGGTTTAGTCGATGGAAACAAAAAAGCATACTATCTCTATGTTTGGATTCC
TGCCGTAATCGCTGAAATGGGAGTTCGTACCCCAACGCCGACAAGCTGCAAAGCTTGA 
 
Leptospira interrogans serovar Balico (100%) 
 
 
NNNNACNNNACNTGCAGTNTGAANGCTCTTTTGTTCTGAGCGAGGACACAATCCCAGGGACAA
ACGAAACCGTAAAAACGTTACTTCCCTACGGATCTGTGATCAACTATTACGGATACGTAAAGC
CAGGACAAGCGCCGGACGGTTTAGTCGATGGAAACAAAAAAGCATACTATCTCTATGTTTGGA
TTCCTGCCGTAATCGCTGAAATGGGAGTTCGTATGATTTCACCAACAAGCTTGAAAGCTT 
 
Leptospira kirschneri  serovar Pomona (99%) 
 
 
 
Figura 3.16. Sequências representativas de serogrupos/serovares obtidas do produto 
amplificado com os primers hap1 referentes a espécies genómicas de 
Leptospira presentes nos soros da população estudada. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
